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要!为进一步深入了解半夏凝集素!

@,6-//,9#-P69#99

77

/4#,6,6

"已知蛋白序列的性质#采用生物信息学预

测方法#对其结构进行了系统性分析&从
=PVQ

数据库中调取半夏凝集素蛋白序列信息#利用
GS

f

+:

<

%

4@NE7

%

PV4

%

4gQ446@d[GY

%

[=NH+*C?#

等生物软件对凝集素蛋白的一级结构%高级结构性质进行全面分析&半夏凝集

素的基本结构信息表明其属于稳定的亲水性蛋白#人工神经网络法预测其二级结构含有
$C

个
$

螺旋#

D$

个
)

折叠

和
$%#

个随机卷曲#同源建模分析显示半夏凝集素蛋白序列与模板岩芋凝集素蛋白
N

链和
V

链的同源相似度分别

达
MC?$%R

和
FA?%%R

&高级结构信息显示半夏凝集素
=

端存在跨膜区域和信号肽区域#并且整个蛋白序列中存在

多个
=6

糖基化位点和蛋白激酶磷酸化位点#功能域预测表明半夏凝集素含有两个
V

型凝集素功能域#每个功能域均

含有保守的甘露糖结合位点#并且这些结合位点多位于半夏凝集素蛋白空间构象的外部&通过对半夏凝集素结构

性质的预测为进一步实验验证其生物功能和药用机理提供了有益参考&

关键词!半夏凝集素$结构$同源建模$甘露糖特异性结合

中图分类号!
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文献标志码!
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引
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言

半夏为天南星科半夏属植物&其块茎作为中药

材已在我国长期使用*

$

+

'半夏在我国分布广泛&四

川)湖北)江西等地为道地产区&其除了显著的药用

效果以外&还具有抗虫抑菌作用*

"6!

+

'

半夏凝集素作为从半夏块茎中提取的蛋白组分

之一&具有显著生物学功能'半夏凝集素基因已被

广泛用于转基因表达*

A6%

+

&不管是植物转基因还是微

生物反应器*

C

+

&表达出来的半夏凝集素产物都表现

出显著的抗虫)抑菌*

M

+

)专一性结合甘露糖和促进凝

血*

F

+的特性'随着半夏凝集素抑癌作用的发现&当

前的重点主要集中在半夏凝集素抗肿瘤的研究

上*

D6$#

+

'半夏凝集素能体外凝集恶性肿瘤细胞&诱

导癌细胞凋亡的现象显示出其在肿瘤治疗上的应用

前景&但其更为详尽的作用机制还有待进一步研究'

本实验从研究半夏凝集素基本序列信息入手&对

其结构进行了系统全面的预测分析'从
=PVQ

数据库

中调取本课题组提交的半夏凝集素蛋白序列信息&用

GS

f

+:

<

)

4@NE7

)

PV4

)

4gQ446@d[GY

)

[=NH+*C?#

等

系列生物信息预测软件分析半夏凝集素一级结构)二

级结构)高级结构)功能性结构位点和功能域信息&为

实验验证和进一步研究其蛋白性质提供有益参考'
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实验材料与仪器

蛋白分析网络数据库!
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蛋白分析软件!
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试验方法

$?"?$

!

半夏凝集素蛋白一级结构分析

从
=PVQ

数据库中调取半夏凝集素蛋白序列$序

列号
NG.!%$FA?$

%信息&用
GS

f

+:

<

P'H

f

(;0

f

Q

-

@j

;'',

)

GS

f

+:

<

\)';45+,0

)

=PVQV,+:;\

)

[=NH+*C?#

等

工具分别对氨基酸残基的理化性质&蛋白质疏水性和

多种凝集素蛋白间的同源关系进行分析'

$?"?"

!

半夏凝集素蛋白二级结构预测

采用
UEd!

)

UEdA

)

\X[

)

[4P

)

@YEP

方法分

别对半夏凝集素蛋白序列进行了二级结构预测&比

较这些预测方法之间的差异性&从中选择接近真实

结果的预测方法'

$?"?!

!

半夏凝集素蛋白的三级结构同源建模

在
4j2::6@'K0,

网站上采用自动模式对半夏凝

集素的三维空间结构进行同源模建'

$?"?A

!

半夏凝集素蛋白的其他功能性结构的预测

用
PV47@X@@"?#

软件分析蛋白跨膜域&用

PV442

3

*+,\A?$40)90)

分析蛋白信号肽位点&用

PV47+)

3

0;\$?$40)90)

对蛋白的亚细胞定位进行

分析&用
GS

f

+:

<

45+*\)':2;0

)

PV4[25;

<

dU,

<

5

)

PV4=0;\/':̂

等工具对蛋白的豆蔻酰化)磷酸化)

糖基化)甘露糖结合位点等进行预测分析&用

4@NE7

软件分析了凝集素蛋白的功能域结构

特点'

'

!

结果与讨论

"?$

!

半夏凝集素蛋白一级结构分析

蛋白质的一级结构决定了其高级结构'现在借

助
GS

f

+:

<

P'H

f

(;0

f

Q

-

@j;'',

和
GS

f

+:

<

\)';45+,0

)

=PVQV,+:;\

及
[=NH+*C?#

对半夏凝集素的氨基酸

残基组成和蛋白序列信息进行系统分析'

"?$?$

!

半夏凝集素蛋白基本理化性质分析

半夏凝集素蛋白检索号为
NG.!%$FA?$

$

=PVQ

%

或
XFZ$DM

$

8*2\)';̂ V

-

7)G@VY

%&应用
GS

f

+:

<

P'H

f

(;0

f

Q

-

@j;'',

工具得到以下基本信息'半

夏凝集素蛋白序列由
"%M

个氨基酸残基组成&分子

式为
P

$"%"

X

$DCF

=

!%A

d

!M#

4

F

&相对分子质量
"F$%C?#

&

理论等电点
f

Q

为
M?M!

&负电荷残基$

N:

f

OU,(

%总

数
"!

个&正电荷残基$

N)

3

OY

<

:

%总数
"A

个&不稳

定系数较低&只有
!#?$!

&据此将其归类为稳定性蛋

白'统计数据分别见图
$

和表
$

'

图
$

!

氨基酸残基组分

表
!

!

氨基酸残基特性

氨基酸残基名称 数量 性质

NYQ>@g FA

疏水性

[Ĝ =lE47 $#M

亲水性

ÊX !"

极性

[G "!

非极性

]Zg "$

芳香型

47Z !%

羟基型

"?$?"

!

半夏凝集素的疏水性分析

用
GS

f

+:

<

\)';45+,0

中
X

f

/'L?

-

^

<

;0i['',2;;,0

算法工具分析半夏凝集素疏水性和亲水性&结果如

图
"

所示'横坐标表示氨基酸残基位点&纵坐标中

正值代表疏水性&负值代表亲水性'图中第
%

#

""

位氨基酸残基存在明显疏水性&其中第
D

和
$#

位氨

基酸残基的疏水性均达到最大&分值为
"?DAA

'而

第
$D$

位的氨基酸残基的疏水性达到最小的

#M"
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B"?$CM

'根据图中蛋白氨基酸残基的相对疏水性

趋势&加上空间立体条件和其他因素影响&推断这些

疏水性氨基酸残基位于蛋白构象的疏水内核&而一

些亲水性氨基酸残基则位于蛋白构象的亲水表面&

这将从一定程度上影响半夏凝集素蛋白质在三维空

间的折叠'

图
"

!

蛋白序列疏水性预测

注!正值代表疏水性&负值代表亲水性'

"?$?!

!

半夏凝集素序列比对与同源树分析

通过蛋白序列的比对可视化地呈现了相关比对

蛋白序列间的差异&在比对结果图中可以清楚看到

特定位点上氨基酸残基的变化&这为研究蛋白的同

源进化和特殊位点氨基酸残基的突变提供了有益

参考'

首先在
=PVQ

中对半夏凝集素蛋白序列

$

NG.!%$FA?$

%进行了
V,+:;\

分析&找到同源性匹配

分值较高的凝集素蛋白序列'这里选取滴水珠凝集

素$

NU>A#MMF?$

%)掌叶半夏凝集素$

NU>A#MMD?$

%)

天南星凝集素$

NN\%#%"A?$

%)东北天南星凝集素

$

NVZD$!"!?$

%)海芋凝集素$

NVPCD#!C?$

%)岩芋凝

集素$

NPXA$D$A?$

%作为研究对象&将它们与半夏

凝集素进行分类学上的属类同源比对'经

[=NH+*C?#

软件*

$$

+分析&序列比对结果见图
!

&从

图
!

可以看到&相同位点上氨基酸残基在不同序列

中有所差异'由图
A

同源进化关系可以看出&三叶

半夏凝集素与同是半夏属的掌叶半夏凝集素的同源

性为
FFR

&其次与同是天南星科的天南星凝集素)

滴水珠凝集素)东北天南星凝集素的同源性依次为

FCR

)

FAR

)

F#R

&而与不是同一植物科的海芋凝集

素和岩芋凝集素的比对分值相对低一些&分别为

F#R

和
MDR

'从这个趋势来看&同属的蛋白序列相

似度最高&同科的相似度次之&既不同属也不同科的

凝集素蛋白序列差异显著'

图
!

!

凝集素蛋白序列比对

注!颜色较深部分为序列完全相同部分&其他颜色较浅部分为序列不完全相同部分'

$M"

第
"

期 高
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图
A

!

凝集素序列同源进化树

"?"

!

半夏凝集素蛋白二级结构预测

蛋白质二级结构是蛋白序列以氢键为主要

作用力按照一定的方向经盘绕)折叠而形成的空

间构象'这些结构形式主要包括
$

螺旋&

)

折叠

和不规则卷曲等&它们多参与蛋白质功能域的

构建'

采用
UEd!

&

UEdA

&

\X[

&

[4P

&

@YEP

法分别

对半夏凝集素蛋白序列进行二级结构预测*

$"

+

&预测

结果见表
"

和图
%

'综合以上几种不同方法得到的

预测结果&半夏凝集素的二级结构大致是&在其前端

有一段
$

螺旋区&接着
)

折叠和随机卷曲依次出现

在整个蛋白结构中'

表
'

!

二级结构预测多重比较

方法
$

螺旋

数量 比例-
R

)

折叠

数量 比例-
R

随机卷曲

数量 比例-
R

UEd! F# !$?$! MC "D?%M $#$ !D?!#

UEdA !! $"?FA F$ !$?%" $A! %%?CA

\X[ $C C?"! D$ !%?A$ $%# %F?!M

[4P % $?D% $$$ A!?$D $A$ %A?FC

@YEP "C $#?$" DA !C?%F $!M %!?!$

图
%

!

二级结构预测多重比较

注!

N

为
UEd!

法预测结果&

V

为
UEdA

法预测结果&

P

为
\X[

法预测结果&

[

为
\X[

)

[4P

和
@YEP

的拟合结果,图中最长竖

线代表
$

螺旋&中长竖线代表
)

折叠&最短竖线代表随机卷曲'

"?!

!

半夏凝集素蛋白的三维结构同源建模

将半夏凝集素蛋白序列提交至
4j2::@'K0,

&

在
]2):;N

ff

)'+5/@'K0

程序中搜索到具有晶体结

构的同源模板岩芋凝集素*

$!

+

N

链
!E#G?$?N

$

=PVQ

%和岩芋凝集素
V

链
!E#G?$?V

$

=PVQ

%&它

们与半夏凝集素蛋白序列的同源比例分别为

MCe$%R

和
FA?%%R

&此得分远高于同源建模相似度

应在
%#R

以上的要求'模建结果显示
!E#G?$?N

的
$#D

个氨基酸残基分别对应半夏凝集素蛋白中的

=

端域
>"%

#

U$!!

部分&

!E#G?$?V

的
$$#

个氨基

酸残基分别对应半夏凝集素蛋白的
P

端域
=$A"

#

4"%$

部分'同源模型构建及
E+H+5/+*K)+*

f

,';

拉

氏模型评价结果见图
C

'

从预测结果来看&半夏凝集素蛋白
=

端域和
P

端域的三维结构很相似&均成三棱柱型&每边有
!

#

图
C

!

同源模型及模型评价

注!$

+

%为半夏凝集素蛋白
=

端结构域&模板为
!E#G?$?N

'

$

L

%为半夏凝集素蛋白
P

端结构域&模板为
!E#G?$?N

'$

5

%为

半夏凝集素蛋白
=

端与
P

端结构的二聚体拟合&为了区别&

=

端域用飘带表示&

P

端域用管状结构表示'$

K

%为二聚体拟合模

型的拉氏评价图&横坐标表示
\/2

&纵坐标表示
\:2

&空心球表示

氨基酸残基位于空间结构的合理区域&空心三角形表示氨基酸

残基位于空间结构的不合理区域'

"M"
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A

个不等的
)

折叠'而在
=

端域和
P

端域的二聚

体拟合结构中&它们成反向平行排列'拉氏模型

评价半夏凝集素
=

端
P

端的拟合模型&得分为

D%?A!R

&即有
D%?A!R

的氨基酸残基处在空间结

构的合理区域$图中空心球代表处于合理位置的

氨基酸残基%&只有
U"C

&

U!!

&

UD"

&

U$#%

&

U$"$

&

U$%!

&

U$F$

&

U$F%

&

U"#%

&

U"!M

不在合理区域内

$图中空心三角形代表处于不合理位置的氨基酸

残基%&这表明同源模建的半夏凝集素蛋白三维结

构合理'

"?A

!

半夏凝集素蛋白的功能预测

"?A?$

!

蛋白跨膜域分析

用
PV47@X@@"?#

软件对半夏凝集素蛋白序列

进行跨膜域预测分析&结果如图
M

所示'膜内区域为

第
$

#

A

位氨基酸残基&跨膜区域为第
%

#

"M

位氨基酸

残基&相应序列为
YYYY]Y\NQYUY>Q\ENNNN>U7

&

膜外区域为第
"F

#

"%M

位氨基酸残基'

图
M

!

跨膜结构域预测

"?A?"

!

蛋白信号肽分析

PV442

3

*+,\A?$40)90)

工具预测信号肽及其

剪切位点'图
F

中
P

值代表蛋白前体中信号肽得

分&

4

值代表成熟蛋白中信号肽得分&

Z

值是
P

值和

4

值的拟合得分'

P

值最大得分位点为第
"A

位氨

基酸残基&分值为
#?C!%

,

Z

值最大得分位点为第
"A

位氨基酸残基&分值为
#?MCM

,

4

值最大得分位点为

第
%

位氨基酸残基&得分
#?DMD

&一般认为
Z

拟合值

图
F

!

信号肽预测

最高的氨基酸残基之前的部分都属于信号肽区域&

因此确定第
$

#

"!

位氨基酸残基为信号肽残基&剪

切位点位于
N"!

位和
N"A

位之间的
NN6N>

连接

处&得分值为
#?F%A

'

"?A?!

!

蛋白的亚细胞定位

用
PV47+)

3

0;\$?$40)90)

分析半夏凝集素蛋

白在亚细胞的定位'结果显示&半夏凝集素蛋白的

叶绿体定位得分为
#?#$#

&线粒体定位得分为

#e#MC

&而胞内分泌途径得分高达
#?DMD

&这说明半

夏凝集素蛋白形成后多以分泌物形式存在细胞质

中&据此推断半夏凝集素蛋白属于分泌型蛋白'

"?A?A

!

蛋白中典型氨基酸残基的磷酸化分析

蛋白磷酸化和去磷酸化过程参与调控细胞内信

号的传导'用
PV4=0;\/':"?#40)90)

分析了蛋白

序列中容易发生磷酸化的丝氨酸
4

&苏氨酸
7

&酪氨

酸
Z

位点的磷酸化情况'图
D

标注了显著的磷酸

化位点&其中丝氨酸
4

位点
$$

个&残基位点分别为

!"

&

DF

&

$##

&

$#"

&

"#"

&

""#

&

"""

&

""!

&

""A

&

"%$

&

"%A

,苏

氨酸
7

位点
"

个&残基位点为
F#

&

$C!

,酪氨酸
Z

位

点
"

个&残基位点为
$#M

&

""D

'

图
D

!

典型磷酸化位点预测

"?A?%

!

蛋白豆蔻酰化&蛋白激酶磷酸化)糖基化及

甘露糖特异性结合位点的分析

!!

应用多重预测工具对蛋白序列中的特异性位点

进行预测&信息总结于表
!

'从表
!

可以看出&半夏

凝集素蛋白中发生豆蔻酰化和糖基化的位点较少&

而发生蛋白激酶磷酸化*

$A

+和特异性结合甘露糖的

位点较多&这为半夏凝集素蛋白参与信号传导和专

一性结合甘露糖提供了有利条件'

"?A?C

!

蛋白功能域分析

用
4@NE7

工具预测半夏凝集素的功能域&发

现半夏凝集素具有典型的
V

型凝集素结构域特征&

能专一地结合甘露糖&这一结果与凝集素蛋白同源

序列比对和甘露糖结合位点预测相一致'其他经预

测得到的功能域如
]Q47

)

Q\7

)

Q*;0)

3

)2*6V6;+2,

)

UF

和
[4Y

$结果见表
A

%有待进一步的实验验证来确定

这些功能域在半夏凝集素蛋白中是否真的存在'

!M"

第
"

期 高
!

永等!半夏凝集素结构预测分析



表
$

!

半夏凝集素特异性结合位点预测

位点名称 位点位置及氨基酸残基组成 预测工具

豆蔻酰化位点

酪蛋白激酶
2

位点

细胞附着序列位点

=6

乙酰葡萄糖胺
6d

连接糖基化位点

蛋白激酶
N

磷酸化位点

蛋白激酶
5K5"

磷酸化位点

[=N

依赖蛋白激酶磷酸化位点

甘露糖结合位点

C"

#

CM

!

U=gl4=

$F$

#

$FC

!

UÛ ]Ug

$##

#

$#!

!

4l4G

$#A

#

$#C

!

EU[

$"!

!

4

!

&

!"

&

MF

&

$##

&

$!C

&

$FF

&

"%A

!

4474444

D!

&

$D#

&

""A

!

474

$##

&

""#

!

44

%"

&

%A

&

%C

&

%F

&

C#

!

l[=>Z

F#

&

F"

&

FA

&

FC

&

FF

!

7EGQ^

$$"

&

$$A

&

$$C

&

$$F

&

$"#

!

XG^>Z

$M"

&

$MA

&

$MC

&

$MF

&

$F#

!

l[=>Z

"#"

&

"#A

&

"#C

&

"#F

&

"$#

!

4^GQ^

"!A

&

"!C

&

"!F

&

"A#

&

"A"

!

l=]>Z

GS

f

+:

<

45+*\)':2;0

GS

f

+:

<

45+*\)':2;0

GS

f

+:

<

45+*\)':2;0

GS

f

+:

<

45+*\)':2;0

PV4[25;

<

dU,

<

5

PV4[25;

<

dU,

<

5

PV4=0;\/':̂

PV4=0;\/':̂

=PVQ

=PVQ

=PVQ

=PVQ

=PVQ

=PVQ

表
)

!

蛋白功能域预测

结构域 序列范围 功能作用

V6,05;2*

="M

#

\$!"

[$AM

#

4"%A

球茎型甘露糖特异性结合凝集素

]Q47K'H+2* N"

#

U"#%

新型信号传递结构域

Q\7K'H+2* Y$#

#

=$"F

与
[=N

绑定有关的折叠型免疫球蛋白结构域

Q*;0

3

)2*6V6;+2,K'H+2* P%%

#

=$!%

整合素
V6;+2,

结构域
?

UFK'H+2* 4$#"

#

X"#!

\̂ X[$

和
Q̂NN$$DD

的功能域&因含有
F

个保守的甘氨酸而得名&它包

含
$#

个
)

折叠和一个
$

螺旋

[4YK'H+2* U$%!

#

P$DM [0,;+

-

40))+;0

-

,+

3

6"

$

[4Y

%家族和它们的受体&调控细胞间相互作用

$

!

结
!

论

本实验从
=PVQ

数据库中调取半夏凝集素蛋白

序列信息&经
GS

f

+:

<

)

4@NE7

)

PV4

)

4gQ446@d[GY

等生物信息预测软件对凝集素蛋白的一级结构)二级

结构)高级结构性质进行全面分析'

基本结构信息预测表明&半夏凝集素在理化性

质上属于稳定的亲水性蛋白&

[=NH+*C?#

软件对

选取的半夏属和岩芋属蛋白进行序列比对&发现半

夏凝集素与掌叶半夏凝集素和天南星凝集素有较高

同源性&而与滴水珠凝集素)东北天南星凝集素以及

海芋凝集素和岩芋凝集素的同源性依次降低'多种

二级结构预测方法显示人工神经网络预测法更接近

半夏凝集素的真实折叠情况&该方法预测凝集素二

级结构含
$C

个
$

螺旋&

D$

个
)

折叠和
$%#

个随机

卷曲'

实验在对半夏凝集素高级结构进行分析时&采

用
4j2::@'K0,

同源建模法构建出半夏凝集素的空

间结构模型'序列比对结果显示&半夏凝集素蛋白

与模板岩芋凝集素
N

链和
V

链的序列相似度分别

为
MC?$%R

和
FA?%%R

&明显高于同源建模的序列同

源性应大于
%#R

的要求'用拉氏法评估构建出的

半夏凝集素空间模型&其与模板岩芋凝集素的
N

链

和
V

链晶体结构的正确匹配率分别为
D!?%$R

和

D!?%MR

&而半夏凝集素
=

端和
P

端的二聚体拟合

结构模型的正确匹配率高达
D%?A!R

&由此可知构

建出的半夏凝集素的模型具有很高的准确性&可以

用于后续模拟分子对接和药物靶点虚拟筛选试验'

另外经功能性结构预测软件分析&半夏凝集素

=

端存在一个含有
"!

个氨基酸残基的跨膜区域&而

该区域也是半夏凝集素蛋白的信号肽所在区域'整

个蛋白序列中存在多个
=6

糖基化位点和蛋白激酶

磷酸化位点'功能域预测表明半夏凝集素含有两个

V

型凝集素功能域&每个功能域中都含有甘露糖结

合位点&它们多裸露于蛋白空间构象的外部&这为半

夏凝集素蛋白与甘露糖或甘露糖复合物的结合提供

了有利条件'

本文通过对半夏凝集素的结构性质的系统性预

测分析&为进一步实验验证其生物功能和药用机理

提供有益参考'
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