
ＤＯＩ：１０．１３３５０／ｊ．ｃｊｐｂ．２４１２０５ ·论著·

多房棘球绦虫ＥＭ１３蛋白生物信息学分析

及原核表达载体的构建

尚再玲１，王明霞１，乔飞１，李亚宁１，马学琳１，黑君虎１，王娅娜１，２

（１．宁夏医科大学基础医学院，宁夏银川７５０００４；２．宁夏回族自治区常见传染病防治重点实验室）

【摘要】　目的　构建多房棘球绦虫（犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊）犈犿１３原核表达载体并进行生物信息学分析。　方法

　在ＮＣＢＩ数据库中检索并下载ＥＭ１３蛋白的氨基酸序列，使用生物信息学软件预测ＥＭ１３蛋白质的基本理化性质及

功能。通过ＰＣＲ方法扩增犈犿１３基因。双酶切目的基因和载体质粒ｐＥＴ２８ａ，经Ｔ４连接酶连接，将连接产物转化入大

肠埃希菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞。　结果　ＥＭ１３蛋白由４２６个氨基酸组成，包括６３个酸性氨基酸和５６个碱性氨基

酸，分子质量为４７５３５．１２，等电点为５．６４，为亲水性蛋白，不含有信号肽序列和跨膜结构域，含ＦＢＡＲ和ＳＨ３结构域。

磷酸化位点预测显示有２９个丝氨酸磷酸化位点、１６个苏氨酸磷酸化位点、７个酪氨酸磷酸化位点以及２５个翻译后修饰

位点。其二级结构α螺旋所占的比例为５８．４５％，β转角占２．５８％，无规则卷曲占３５．４５％。抗原表位预测显示ＥＭ１３

含有５个潜在的优势Ｂ细胞表位、２４个潜在优势细胞毒性Ｔ淋巴细胞表位和１４个潜在优势辅助性Ｔ细胞表位。序列

比对显示与多房棘球绦虫ＥＭ１３蛋白序列同源性最高的来自细粒棘球绦虫ＥＧ１３。构建了犈犿１３／ｐＥＴ２８ａ重组质粒，测

序后与ＮＣＢＩ中录入的序列进行比对，结果一致。　结论　ＥＭ１３蛋白具有较多的抗原结合位点，且构建了犈犿１３／

ｐＥＴ２８ａ原核表达载体，为ＥＭ１３蛋白作为泡性棘球蚴病的特异性诊断抗原或疫苗候选抗原的鉴定奠定了基础。
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ｏｒａｖａｃｃｉｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅａｎｔｉｇｅｎ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ；ＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎ

　　泡性棘球蚴病（犃犾狏犲狅犾犪狉犲犮犺犻狀狅犮狅犮犮狅狊犻狊，ＡＥ）是一

种人畜共患寄生虫病，在北半球、亚洲西部、中部和东

部地区流行，在中国高发［１］。人类的泡性棘球蚴病治

疗难度大，患者出现临床症状，多数已发展到晚期，手

术切除是治愈ＡＥ的唯一手段
［２］，但往往存在治疗效

果差，复发率高的问题。如果无法进行手术，药物治疗

则是最有效的方法，但是需要终身服用阿苯达唑类寄

生虫抑制剂［３４］，副作用大，且易导致患者产生完全依

赖性［５］。因而，早期诊断和有效的免疫预防对降低

ＡＥ的发病率和致残率至关重要。免疫诊断是最常用

的ＡＥ早期诊断的方法。寻找高灵敏度和特异性抗原

是提高早期诊断和治疗的重要前提。目前多房棘球绦

虫不同发育阶段的抗原作为人类和其它中间宿主ＡＥ

血清诊断的候选分子［６］，但是多数抗原特异性不高，难

以区分ＡＥ和其它寄生虫感染，尤其是分辨与ＣＥ的

感染。ＥＭ１３具有高度的免疫原性，且只在多房棘球

绦虫幼虫期特异性表达［７］，不在细粒棘球绦虫中表达，

是针对多房棘球蚴的一种特异性抗原。研究发现重组

抗原ＥＭ１３对多房棘球绦虫感染的血清学诊断具有

高敏感性和特异性，可诊断ＣＥ和ＡＥ的感染
［７］，具有

成为ＡＥ血清学诊断分子的价值。但是关于ＥＭ１３在

多房棘球绦虫感染中的作用尚不清楚。

本研究利用生物信息学软件对ＥＭ１３蛋白的理

化性质、空间结构和抗原表位等进行分析，并采用分子

克隆技术构建犈犿１３／ｐＥＴ２８ａ重组表达载体，探讨其

可能的生物学作用，为ＥＭ１３在泡性棘球蚴病的免疫

诊断及疫苗防治方面的研究提供理论基础。

材料与方法

１　材料

１．１　载体和菌株　原核表达载体ｐＥＴ２８ａ、大肠埃希

菌ＢＬ２１（ＤＥ３）感受态和多房棘球蚴的原头蚴样本均

为本室保存。

１．２　主要试剂　Ｔｒｉｚｏｌ购于美国Ａｍｂｉｏｎ公司；凝胶

回收试剂盒购于ＱＩＡＧＥＮ公司；质粒小提试剂盒，２×

ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭＩＸ购于天根生化科技（北京）有限

公司；反转录试剂盒购于赛默飞世尔科技公司。

２　方法

２．１　氨基酸序列　获取通过 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｐｕｂｍｅｄ．ｐｒｏ／ｈｏｍｅ）在线数据库检索并获取ＥＭ１３蛋

白的氨基酸序列，其登录号为ＡＡＡ２９０５４．１。

２．２　ＥＭ１３蛋白理化性质的预测　采用Ｐｒｏｔｐａｒａｍ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ）预

测 ＥＭ１３ 蛋 白 的 理 化 性 质；通 过 ＮｅｔＳｏｌＰ１．０

（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？

ＮｅｔＳｏｌＰ１．０）预测其在大肠埃希菌中表达的可溶性。

利用在线预测软 Ｐｒｏｔｓｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．

ｏｒｇ／ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ）中的 Ｈｙｄｒｏｐａｔｈ．／Ｋｙｔｅ＆

Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ和 Ｈｐｈｏｄ．／Ｈｏｏｐ＆Ｗｏｏｄｓ算法预测ＥＭ１３

蛋白的亲／疏水性。

２．３　信号肽、跨膜结构域及亚细胞定位的预测　使用

ＳｉｇｎａＬＰ５．０（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／

ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＳｉｇｎａｌＰ５．０）预测蛋白是否具有信号

肽； 使 用 ＴＭＨＭＭ２．０ （ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．

ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＴＭＨＭＭ２．０）预

测蛋白有无跨膜结构域；通过ＰＳＯＲＴ网站（ｈｔｔｐｓ：／／

ｐｓｏｒｔ．ｈｇｃ．ｊｐ／ｆｏｒｍ２．ｈｔｍｌ）和ＣｅｌｌＰＬｏｃ２．０中Ｅｕｋ

ｍＰＬｏｃ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｓｂｉｏ．ｓｊｔｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｂｉｏｉｎｆ／

ｅｕｋｍｕｌｔｉ２／）预测蛋白在亚细胞中的定位。

２．４　蛋白空间结构的预测　利用Ｐｒａｂｉ在线预测软

件的 ＳＯＰＭＡ 程序（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｂｉｌ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ

ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）预

测该蛋白的二级结构；使用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ） 和 Ｐｈｙｒｅ２

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｂｇ．ｂｉｏ．ｉｃ．ａｃ．ｕｋ／～ｐｈｙｒｅ２／ｈｔｍｌ／

ｐａｇｅ．ｃｇｉ？ｉｄ＝ｉｎｄｅｘ）预测该蛋白的三级结构；使用

Ｐｒｏｓｉｔｅ网 站 （ｈｔｔｐｓ：／／ｐｒｏｓｉｔｅ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｃｇｉｂｉｎ／

ｐｒｏｓｉｔｅ／ｍｙｄｏｍａｉｎｓ／）预测蛋白的保守结构域。

２．５　磷酸化位点及翻译后修饰位点的预测　使用

ＮｅｔＰｈｏｓ３．１（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／

ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＮｅｔＰｈｏｓ３．１）预测磷酸化位点，使用

ＭｏｔｉｆＳｃａｎ网站（ｈｔｔｐｓ：／／ｍｙｈｉｔｓ．ｓｉｂ．ｓｗｉｓｓ／ｃｇｉｂｉｎ／

ｍｏｔｉｆ＿ｓｃａｎ）预测翻译后修饰位点。

２．６　抗原表位的预测

２．６．１　线性Ｂ细胞抗原表位预测　使用 ＡＢＣｐｒｅｄ

（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂｓ．ｉｉｉｔｄ．ｅｄｕ．ｉｎ／ｒａｇｈａｖａ／ａｂｃｐｒｅｄ／ＡＢＣ＿

ｓｕｂｍｉｓｓｉｏｎ．ｈｔｍｌ）、ＳＶＭＴｒｉＰ（ｈｔｔｐ：／／ｓｙｓｂｉｏ．ｕｎｌ．

ｅｄｕ／ＳＶＭＴｒｉＰ／ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｐｈｐ）和 ＩＥＤＢ（ｈｔｔｐ：／／

ｔｏｏｌｓ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ／ｍａｉｎ／ｂｃｅｌｌ／）预测ＥＭ１３蛋白的线性

Ｂ细胞抗原表位。设置：ＡＢＣｐｒｅｄ 阈值为 ０．５１；

ＳＶＭＴｒｉＰ表位肽长度１６ａａ；ＩＥＤＢ阈值０．５０。

２．６．２　Ｔ细胞表位预测　使用ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ． ｓｙｆｐｅｉｔｈｉ． ｄｅ／ｂｉｎ／ＭＨＣＳｅｒｖｅｒ． ｄｌｌ／

ＥｐｉｔｏｐｅＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．ｈｔｍ）和ＩＥＤＢ在线网站预测 Ｔ细

胞抗原表位，采用 ＨＬＡＤＲＢ１０７０１、ＨＬＡＤＲＢ１

１５０１和 ＨＬＡＤＲＢ１０３０１预测辅助性 Ｔ细胞（Ｔｈ）

·４１４１·
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表位，取分值≥１８分的序列。使用ＩＥＤＢ网站，采用

ＨＬＡＡ１１０１、ＨＬＡＡ０２０１和 ＨＬＡＡ０３０１预

测细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）表位。

２．７　序列比对及进化树构建　使用ＮＣＢＩ中ＢＬＡＳＴ

算法对绦虫纲、吸虫纲、线虫纲、哺乳动物和鸟类的

ＥＭ１３蛋白同源性进行分析，同时对多房棘球绦虫

ＥＭ１３蛋白的氨基酸序列进行比对，寻找其同源序列，

筛选序列相似性最高的１５个寄生虫的同源序列进行

多序列比对，并使用 ＭＥＧＡ１１构建系统发育树，采用

邻近连接法（ＮｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇＭｅｔｈｏｄ，ＮＪ）构建分子

系统树，使用ｅｖｏｌｖｉｅｗ进行树的美化。

２．８　引物设计及合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中检索的

犈犿１３基因序列，使用Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计扩增引物，

上游引物添加ＢａｍＨⅠ酶切位点，下游引物添加ＳａｌⅠ

酶切位点，由上海生物工程技术服务有限公司合成。

Ｆ：５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＴＧＡＴＴＣＡＧＧＡＧＡＧＧＣＡＧＡ

３′；Ｒ：５′ＧＣＧＴＣＧＡＣＴＣＡＡＣＧＴＡＧＴＴＧＧＣＧＧＧＧ

ＡＴ３′。

２．９　总ＲＮＡ提取及基因的扩增与回收　用 Ｔｒｉｚｏｌ

法提取总 ＲＮＡ 并检测浓度，经逆转录获得ｃＤＮＡ。

以ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物进行０．８％

琼脂糖凝胶电泳，对符合预期的目的条带进行切胶回

收纯化。同时将ｐＥＴ２８ａ空载质粒进行ＢａｍＨⅠ和

ＳａｌⅠ双酶切，进行０．８％琼脂糖凝胶电泳，切取正确位

置的条带进行凝胶回收和ＤＮＡ纯化。

２．１０　重组表达质粒的构建及连接转化　在Ｔ４ＤＮＡ

连接酶作用下将纯化后的载体和目的片段连接，连接

体系为载体片段２μＬ，目的片段１４μＬ，Ｔ４连接酶２

μＬ，Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，１６℃连接过夜。将连接产物转入

４２℃热激处理的感受态细胞ＢＬ２１（ＤＥ３）中，３７℃孵

育１ｈ，均匀涂布于ＬＢ固体平板上，３７℃倒置培养过

夜。挑取单个克隆菌落，摇菌、扩增，采用质粒提取试

剂盒提取重组质粒。

２．１１　重组载体的鉴定　取１０μＬ重组质粒，进行目

的基因的ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物进行０．８％琼脂糖凝胶

电泳分析。将重组质粒送至华大基因公司进行测序鉴

定。

结　果

１　犈犕１３蛋白的理化性质

ＥＭ１３蛋白由４２６个氨基酸组成，包括６３个酸性

氨 基 酸 和 ５６ 个 碱 性 氨 基 酸，分 子 式 为

Ｃ２０９０Ｈ３２７８Ｎ５８２Ｏ６６６Ｓ１０，分子质量为４７５３５．１２；等电点

为５．６４，半衰期为３０ｈ（ｍａｍｍａｌｉａｎｒｅｔｉｃｕｌｏｃｙｔｅｓ，ｉｎ

ｖｉｔｒｏ）＞２０ｈ （ｙｅａｓｔ，ｉｎｖｉｖｏ）＞１０ｈ （犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻，犻狀狏犻狏狅），不稳定系数为３８．０４，结构稳定（表１、表

２）。ＥＭ１３ 蛋白在大肠埃希菌中表达的可溶性

为０．６１。

表１　犈犕１３蛋白的理化性质

犜犪犫犾犲１　犘犺狔狊犻犮狅犮犺犲犿犻犮犪犾狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊狅犳犈犕１３

理化性质

Ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ

预测结果

Ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｒｅｓｕｌｔｓ

氨基酸数（Ｎｕｍｂｅｒｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｓ） ４２６

分子式（Ｆｏｒｍｕｌｅ） Ｃ２０９０Ｈ３２７８Ｎ５８２Ｏ６６６Ｓ１０

分子质量（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ） ４７５３５．１２

等电点（ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｐＩ） ５．６４

半衰期（Ｅｓｔｉｍａｔｅｄｈａｌｆｌｉｆｅ） ３０ｈ＞２０ｈ＞１０ｈ

不稳定系数（Ｔｈｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ） ３８．０４

脂肪族指数（Ａｌｉｐｈａｔｉｃｉｎｄｅｘ） ６９．６５

亲疏水性（Ｇｒａｎｄａｖｅｒａｇｅｏｆｈｙｄｒｏｐａｔｈｉｃｉｔｙ，

ＧＲＡＶＹ）
０．６７

表２　犈犕１３蛋白的氨基酸组成

犜犪犫犾犲２　犃犿犻狀狅犪犮犻犱犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀狅犳犈犕１３狆狉狅狋犲犻狀

氨基酸

Ａｍｉｎｏａｃｉｄ

数量

Ｎｕｍｂｅｒ

百分比（％）

Ｐｅｒｃｅｎｔｓ（％）

Ａｌａ（Ａ） ３６ ８．５０

Ａｒｇ（Ｒ） ２３ ５．４０

Ａｓｎ（Ｎ） ２０ ４．７０

Ａｓｐ（Ｄ） ２６ ６．１０

Ｃｙｓ（Ｃ） ３ ０．７０

Ｇｌｎ（Ｑ） １８ ４．２０

Ｇｌｕ（Ｅ） ３７ ８．７０

Ｇｌｙ（Ｇ） ３０ ７．００

Ｈｉｓ（Ｈ） ６ １．４０

Ｉｌｅ（Ｉ） ２０ ４．７０

Ｌｅｕ（Ｌ） ２９ ６．８０

Ｌｙｓ（Ｋ） ３３ ７．７０

Ｍｅｔ（Ｍ） ７ １．６０

Ｐｈｅ（Ｆ） １６ ３．８０

Ｐｒｏ（Ｐ） １９ ４．５０

Ｓｅｒ（Ｓ） ３５ ８．２０

Ｔｈｒ（Ｔ） ２３ ５．４０

Ｔｒｐ（Ｗ） ４ ０．９０

Ｔｙｒ（Ｙ） １７ ４．００

Ｖａｌ（Ｖ） ２４ ５．６０

Ｐｙｌ（Ｏ） ０ ０．００

Ｓｅｃ（Ｕ） ０ ０．００

２　犈犕１３蛋白的信号肽、跨膜结构域、亚细胞定位和

亲／疏水性预测

ＥＭ１３蛋白不存在信号肽序列（图１Ａ）及跨膜结

构域（图１Ｂ），为非分泌、非跨膜蛋白。ＥＭ１３蛋白可

能定位于细胞核、细胞质或细胞膜（图１Ｃ）。该蛋白在

第４０３个氨基酸处亲水性较强，最大值为－２．７３。在

第６１位氨基酸处的疏水性最强，最大值为１．６８（图

１Ｄ）。ＥＭ１３蛋白既有疏水区也有亲水区，但亲水性氨

基酸区域占绝大多数。蛋白质的亲疏水性预测显示

ＧＲＡＶＹ值为－０．６７，说明该蛋白为亲水性蛋白。

３　蛋白的空间结构

ＥＭ１３蛋白的二级结构中α螺旋所占比例为

·５１４１·
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５８．４５％，延伸链占３．５２％，β转角占２．５８％，无规则

卷曲占３５．４５％（图２Ａ）。ＥＭ１３蛋白的三级结构（图

２Ｂ），呈月牙型。该蛋白的１２４０氨基酸处有ＦＢＡＲ

结构域，３７１４２６氨基酸处有ＳＨ３结构域（图２Ｃ）。

　　Ａ　ＥＭ１３蛋白信号肽的预测　Ｂ　ＥＭ１３蛋白跨膜结构域的预测

　Ｃ　ＥＭ１３蛋白亚细胞定位的预测　Ｄ　ＥＭ１３蛋白亲／疏水性的预

测，横轴代表氨基酸的位置，纵轴代表亲（疏）水性（正值代表疏水性，负

值代表亲水性）

图１　犈犕１３蛋白的信号肽、跨膜结构域、亚细胞定位和亲／疏水性预测

Ａ　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｏｆｔｈｅＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂ　

ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｏｍａｉｎｏｆｔｈｅＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎ

　Ｃ　ＰｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｄ

　Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ／ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙｏｆｔｈｅＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎ，

ｗｉｔｈｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌａｘｉｓｏｆｔｈｅＤｐｌｏｔｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇａｍｉｎｏａｃｉｄｐｏｓｉｔｉｏｎｓ

ａｎｄｔｈｅｖｅｒｔｉｃａｌａｘｉｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ （ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ）

（ｐｏｓｉｔｉｖｅｖａｌｕｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ，ｎｅｇａｔｉｖｅｖａｌｕｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔ

ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙ）

犉犻犵．１　犛犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲，狋狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲狊狋狉狌犮狋狌狉犪犾犱狅犿犪犻狀狊，

狊狌犫犮犲犾犾狌犾犪狉犾狅犮犪犾犻狕犪狋犻狅狀，犪狀犱犺狔犱狉狅狆犺犻犾犻犮／犺狔犱狉狅狆犺狅犫犻犮犻狋狔狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

狅犳狋犺犲犈犕１３狆狉狅狋犲犻狀

４　翻译后修饰位点

ＥＭ１３蛋白共有２９个丝氨酸磷酸化位点（分别位

于１４、４１、８０、８１、８３、８５、９４、１２６、１７１、１７２、１７４、２１６、

２２２、２４５、２６３、２７５、２８２、２８９、２９５、３０８、３１０、３１５、３２６、

３３１、３４１、３４２、３５１、３９１、３９４位氨基酸），１６个苏氨酸磷

酸化位点（分布位于２９、３７、８４、１０２、１２３、１４１、１６２、

１７７、１８５、２３１、２８８、３０５、３１４、３２０、３３５、３６０位氨基酸）；

７个酪氨酸磷酸化位点（分别位于１２、３３、１０７、２０１、

３２２、３３９、３６３位氨基酸）（图３）。ＥＭ１３蛋白有２个酰

胺化位点（２６９２７２，４１１４１４），２个 Ｎ糖基化位点

（２２０２２３，３１１３１４），１个ｃＡＭＰ和ｃＧＭＰ依赖性蛋白

激酶磷酸化位点（２４２２４５），６个酪蛋白激酶ＩＩ磷酸化

位点（２９３２、８５８８、９４９７、１７２１７５、２９４２９７、３３５３３８），

６个 Ｎ豆蔻酰化位点（３０３５、２２７２３２、２８０２８５、３０４

３０９、３３０３３５、３４５３５０），６个蛋白激酶Ｃ磷酸化位点

（８５８７、１２３１２５、１６２１６４、１７７１７９、２１６２１８、２８９２９１，２

个酪氨酸激酶磷酸化位点（５１２，３５６３６３）。

５　抗原表位预测

３个Ｂ细胞抗原表位数据库的预测结果取交集，

综合分析得到５个Ｂ细胞优势抗原表位肽为２７ａａ

３３ａａ，７４ａａ８９ａａ，１４３ａａ１５８ａａ，１２１ａａ１３１ａａ，１７５ａａ

１８３ａａ（表３）。

　　Ａ　ＥＭ１３蛋白二级结构预测　Ｂ　ＥＭ１３蛋白三级结构预测　Ｃ

　ＥＭ１３蛋白保守结构域预测

图２　犈犕１３蛋白的二级结构、三级结构和保守性结构域预测

Ａ　ＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｃｏｎｄａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｂ　ＥＭ１３

ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｒｔｉａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｃ　ＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｏｍａｉｎｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

犉犻犵．２　犜犺犲犛犲犮狅狀犱犪狉狔犛狋狉狌犮狋狌狉犲，犜犲狉狋犻犪狉狔犛狋狉狌犮狋狌狉犲

犪狀犱犆狅狀狊犲狉狏犪狋犻狏犲犇狅犿犪犻狀狅犳犈犕１３犘狉狅狋犲犻狀

Ｓ　丝氨酸　Ｔ　苏氨酸　Ｙ　酪氨酸

图３　犈犕１３蛋白的磷酸化位点预测图谱

Ｓ　ＳｅｒｉｎｅＴＴｈｒｅｏｎｉｎｅＹＴｙｒｏｓｉｎｅ

犉犻犵．３　犘犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲犿犪狆狅犳犈犕１３狆狉狅狋犲犻狀

辅助性 Ｔ 细胞（ｈｅｌｐｅｒＴｃｅｌｌ、Ｔｈ）表位使用

ＳＹＦＰＥＩＴＨＩ程序进行预测，预测 ＨＬＡＤＲＢ１０７０１

·６１４１·
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的Ｔ细胞表位筛选出评分大于２０的表位肽总共有２０

条；ＨＬＡＤＲＢ１１５０１的表位总共有１６条；ＨＬＡ

ＤＲＢ１０３０１的表位总共有１５条；通过ＩＥＤＢ数据库

进行预测验证，综合上述数据库的预测结果，显示

ＥＭ１３蛋白的 ＨＬＡＤＲＢ１０７０１优势ＣＤ４
＋
Ｔ表位

肽 是 ２４７ａａ２５４ａａ、１２８ａａ１３５ａａ、２４１ａａ２５４ａａ、５ａａ

１９ａａ、７６ａａ８９ａａ、１９６ａａ２１０ａａ；ＨＬＡＤＲＢ１１５０１优

势ＣＤ４
＋
Ｔ表位肽是１３ａａ２７ａａ、１０１ａａ１２９ａａ、１９６ａａ

２０８ａａ、２１２ａａ２２１ａａ、１９３ａａ１９９ａａ；ＨＬＡＤＲＢ１０３０１

优势 ＣＤ４
＋
Ｔ 表位肽是 ３６３ａａ３７７ａａ、２３２ａａ２４６ａａ、

１７７ａａ１９１ａａ（表４）。

表３　犈犕１３蛋白潜在的优势线性犅细胞表位

犜犪犫犾犲３　犘狅狋犲狀狋犻犪犾犱狅犿犻狀犪狀狋犾犻狀犲犪狉犅犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犈犕１３

序号

Ｏｒｄｅｒ

位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

长度

Ｌｅｎｇｔｈ

１ ２７３３ ＬＲＴＧＶＥＹ ７

２ ７４８９ ＲＥＮＦＨＫＳＳＩＳＴＳＩＫＥＶ １６

３ １４３１５８ ＥＱＬＲＫＩＥＤＫＬＲＫＧＩＭＥ １６

４ １２１１３１ ＣＫＴＶＲＳＬＱＶＱＶ １１

５ １７５１８３ ＤＶＴＰＲＹＩＥＤ ９

表４　犈犕１３蛋白潜在的优势犜犺表位

犜犪犫犾犲４　犘狅狋犲狀狋犻犪犾犱狅犿犻狀犪狀狋犜犺犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犈犕１３

序号

Ｏｒｄｅｒ

等位基因

Ａｌｌｅｌｅ

位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１

２

３

４

５

６

ＨＬＡＤＲＢ１０７０１

２４７２５４

１２８１３５

２４１２５４

５１９

７６８９

１９６２１０

ＡＹＧＶＤＭＡＰ

ＱＶＱＶＱＮＡＫ

ＬＫＫＷＳＬＡＹＧＶＤＭＡＰ

ＲＡＤＩＥＫＡＹＡＳＮＬＲＫＦ

ＮＦＨＫＳＳＩＳＴＳＩＫＥＶ

ＲＥＲＩＩＹＦＫＥＱＡＬＱＭＱ

７

８

９

１０

１１

ＨＬＡＤＲＢ１１５０１

１３２７

１０１１２９

１９６２０８

２１２２２１

１９３１９９

ＡＳＮＬＲＫＦＡＡＲＬＥＭＦＬ

ＫＴＷＹＫＨＹＫＮＶＮＲＣＫＫＥＹＦＨＡＣＫＴＶＲＳＬＱＶ

ＲＥＲＩＩＹＦＫＥＱＡＬＱ

ＶＬＤＩＳＡＫＰＮＬ

ＡＦＥＲＥＲＩ

１２

１３

１４

ＨＬＡＤＲＢ１０３０１

３６３３７７

２３２２４６

１７７１９１

ＹＰＤＦＶＤＤＧＲＰＧＶＰＩＲ

ＶＡＫＶＤＡＤＡＤＬＫＫＷＳＬ

ＴＰＲＹＩＥＤＭＴＱＶＦＮＫＡ

细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，

ＣＴＬ）表位通过ＩＥＤＢ在线网站预测，筛选出评分＞

０．５的表位，表５显示出 ＥＭ１３蛋白的 ＨＬＡＡ

１１０１、ＨＬＡ＿Ａ０２０１和 ＨＬＡ＿Ａ０３０１ 限制性

ＣＤ８
＋
Ｔ细胞表位。

６　犜、犅联合细胞表位预测

对比所预测的ＥＭ１３的Ｂ细胞表位和Ｔ细胞表

位区域，发现有部分区域重合，取其共同的区域即为

Ｔ、Ｂ细胞联合表位。综合分析最终筛选出４个 Ｔ、Ｂ

细胞联合表位（７６ａａ８９ａａ、１２１ａａ１３１ａａ、１５１ａａ１５８ａａ、

１７５ａａ１８３ａａ）（表６）。

７　序列比对及进化树构建

不同物种的ＥＭ１３蛋白进化树显示多房棘球绦

虫 ＥＭ１３ 蛋 白 与 绦 虫 纲 的 亲 缘 关 系 最 近 （为

９２．８４％），其次是吸虫纲，与线虫纲、哺乳动物和鸟类

的亲缘关系较远（为３６．２４％）（图４Ａ）。筛选与多房

棘球绦虫ＥＭ１３蛋白序列相似性最高的１５种寄生虫

进行序列比对，显示与多房棘球绦虫ＥＭ１３蛋白序列

同源性最高（９２．８４％）的来自细粒棘球绦虫，其次是亚

洲带绦虫（图４Ｂ）。

表５　犈犕１３蛋白的犎犔犃犃１１０１、犎犔犃＿犃０２０１和

犎犔犃＿犃０３０１限制性犆犜犔表位预测

犜犪犫犾犲５　犘犪狉犪犿犲狋犲狉犎犔犃犃１１０１，犎犔犃＿犃０２０１犪狀犱犎犔犃＿犃０３０１

犈犕１３狆狉狅狋犲犻狀犆犜犔犲狆犻狋狅狆犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀．

序号

Ｏｒｄｅｒ

等位基因

Ａｌｌｅｌｅ

位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１

２

３

４

５

６

７

８

９

１０

ＨＬＡＡ１１：０１

１０１８

３４２３５２

３６４５

８０９０

２３４２４３

３４６３５４

１７１１７９

７９８７

２８１２９１

３４４５

ＫＡＹＡＳＮＬＲＫ

ＳＶＮＧＡＡＡＡＩＳＫ

ＡＴＮＩＬＳＧＬＡＫ

ＳＳＩＳＴＳＩＫＥＶＫ

ＫＶＤＡＤＡＤＬＫＫ

ＡＡＡＡＩＳＫＥＫ

ＳＳＬＳＤＶＴＰＲ

ＫＳＳＩＳＴＳＩＫ

ＳＳＧＧＶＴＬＴＳＬＫ

ＧＴＡＴＮＩＬＳＧＬＡＫ

１１

１２

１３

１４

１５

ＨＬＡＡ０２：０１

３６６３７４

３７８３８７

１７２１８１

２２７２３５

２２０２２８

ＦＶＤＤＧＲＰＧＶ

ＡＬＹＤＹＶＧＶＥＡ

ＳＬＳＤＶＴＰＲＹＩ

ＧＬＲＥＴＶＡＫＶ

ＮＬＳＱＩＦＶＧＬ

１６

１７

１８

１９

２０

２１

２２

２３

２４

ＨＬＡＡ０３：０１

１０１８

１５１１６１

３４２３５２

６１７０

３６４５

６０７０

７９８７

２３４２４３

１７２１８０

ＫＡＹＡＳＮＬＲＫ

ＫＬＲＫＧＩＭＥＥＥＫ

ＳＶＮＧＡＡＡＡＩＳＫ

ＬＩＮＰＶＱＬＧＩＫ

ＡＴＮＩＬＳＧＬＡＫ

ＧＬＩＮＰＶＱＬＧＩＫ

ＫＳＳＩＳＴＳＩＫ

ＫＶＤＡＤＡＤＬＫＫ

ＳＬＳＤＶＴＰＲＹ

表６　犈犕１３蛋白的犜、犅联合细胞表位

犜犪犫犾犲６　犜犪狀犱犅犮狅犿犫犻狀犲犱犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲狊狅犳犈犕１３狆狉狅狋犲犻狀

序号

Ｏｒｄｅｒ

位置

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

长度

Ｌｅｎｇｔｈ

１ ７６８９ ＮＦＨＫＳＳＩＳＴＳＩＫＥＶ １４

２ １２１１３１ ＣＫＴＶＲＳＬＱＶＱＶ １１

３ １５１１５８ ＫＬＲＫＧＩＭＥ ８

４ １７５１８３ ＤＶＴＰＲＹＩＥＤ ９

８　犈犿１３／狆犈犜２８犪重组质粒的构建及鉴定

重组质粒经目的基因扩增鉴定，结果如图５所示，

在大约１７００ｂｐ处获得的一条线性片段与犈犿１３基

因片段１７７８ｂｐ大小相符，且无特异性条带。将重组

质粒送至华大基因公司测序鉴定，测序结果与犈犿１３

在 ＮＣＢＩ数据库公布的序列信息完全一致，表明

犈犿１３／ｐＥＴ２８ａ构建成功。

讨　论

提高泡性棘球蚴病的免疫诊断和预防的前提是寻

找出具有特异性和保护性的多房棘球绦虫抗原。本研

究利用生物学信息在线软件对ＥＭ１３的理化性质和

·７１４１·
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　　Ａ　不同物种ＥＭ１３蛋白系统进化树　Ｂ　不同寄生虫ＥＭ１３蛋

白系统进化树

图４　犈犕１３蛋白的系统进化树

Ａ　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ　Ｂ　

ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＥＭ１３ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐａｒａｓｉｔｅｓ

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犈犕１３狆狉狅狋犲犻狀

　　Ａ　犈犿１３／ｐＥＴ２８ａ重组质粒电泳图　Ｂ　犈犿１３／ｐＥＴ２８ａ重组质

粒扩增图　Ｍ１　１ｋｂＤＮＡ标准分子质量　Ｍ２　ＤＬ２０００ＤＮＡ标准分

子质量　１、２　重组质粒犈犿１３／ｐＥＴ２８ａ
图５　重组质粒扩增鉴定

Ａ　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆ犈犕１３／ｐＥＴ２８ａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ　Ｂ

　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ犈犕１３／ｐＥＴ２８ａｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ　Ｍ１　Ｍａｒｋｅｒ

ｏｆ１ｋｂＤＮＡｓｔａｎｄａｒｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ　Ｍ２　ＭａｒｋｅｒｏｆＤＬ２０００ＤＮＡ

ｓｔａｎｄａｒｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔ　１，２　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄ犈犿１３／ｐＥＴ２８ａ

犉犻犵．５　犚犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀

空间结构进行了分析，结果显示，在ＥＭ１３二级结构

中存在较高比例的α螺旋和无规则卷曲结构，α螺旋

参与蛋白骨架的构成，结构稳定，不易形成表位嵌合抗

体，而无规则卷曲位于抗原的表面，结构分散容易形成

抗原表位［８９］，这些信息为后期的Ｔ、Ｂ细胞抗原表位

肽的筛选提供了一定的信息。此外软件分析该蛋白质

不含有信号肽序列及及跨膜结构域，说明该蛋白非分

泌性蛋白也非膜蛋白，结合蛋白质的亚细胞定位，初步

推测该蛋白位于细胞质中。ＥＭ１３蛋白含有一个 Ｎ

端的ＦＢＡＲ（Ｆｅｓ／ＣＩＰ４ｈｏｍｏｌｏｇｙＢｉｎ／ａｍｐｈｉｐｈｙｓｉｎ／

Ｒｖｓ，Ｆｅｓ／ＣＩＰ４同源ＢＡＲ结构域）结构域和一个Ｃ端

的ＳＨ３结构域（ＳＲＣＨｏｍｏｌｏｇｙ３Ｄｏｍａｉｎ，Ｓｒｃ同源３

结构域），属于ＦＢＡＲ蛋白。ＦＢＡＲ蛋白参与细胞内

重要的活动，如内吞作用、吞噬作用、丝状体和足小体

形成等［１０］。ＳＨ３结构域是５０６０个氨基酸的进化保

守的蛋白质蛋白质相互作用结构域。ＦＢＡＲ蛋白通

过ＳＨ３结构域与 ＮＷＡＳＰ（ＮｅｕｒａｌＷｉｓｋｏｔｔＡｌｄｒｉｃｈ

ｓｙｎｄｒｏｍｅｐｒｏｔｅｉｎ，神经 ＷｉｓｋｏｔｔＡｌｄｒｉｃｈ综合征蛋白）

结合并激活ＮＷＡＳＰ，参与调节Ａｒｐ２／３（ａｃｔｉｎｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ２／３，肌动蛋白相关蛋白２／３）复合物介导的肌

动蛋白聚合［１１］。

翻译后修饰可以引起蛋白性质和功能的变化，蛋

白在不同的修饰作用下发挥不用的功能，在寄生虫适

应宿主体内外不断变化的环境中发挥着积极作用。蛋

白质磷酸化是一种常见且广泛的翻译后修饰，它影响

多种细胞过程［１２］，有研究发现影响疟原虫进入宿主细

胞的肌球蛋白的丝氨酸第１９位处（Ｓ１９）具有磷酸化位

点，它的磷酸化能影响寄生虫的迁移［１３］。蛋白质磷酸

化受到蛋白激酶和磷酸酶的竞争活性调节［１４］。其中

蛋白激酶被认为是有前途的药物靶标。酪氨酸激酶４

参与日本血吸虫的繁殖，在其配子形成的调控中发挥

重要的作用［１５１６］。Ｎ肉豆蔻酰基转移酶（ＮＭＴ）对杜

氏利什曼原虫、布氏锥虫的生存能力至关重要，是真核

寄生虫中一个较有希望的药物靶点［１７１８］。此外，Ｎ糖

基化修饰通过影响蛋白质二级结构和物理化学性质来

发挥作用［１９２０］。由此可见这些翻译后修饰的位点可以

调节寄生虫蛋白参与感染宿主的过程。

本研究通过软件预测发现ＥＭ１３蛋白含有５２个

磷 酸 化 位 点，１ 个 ｃＡＭＰ （ｃｙｃｌｉｃ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ

ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，环 磷 酸 腺 苷）和 ｃＧＭＰ （ｃｙｃｌｉｃ

ｇｕａｎｏｓｉｎｅｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，环磷酸鸟苷）依赖性蛋白

激酶磷酸化位点，６个酪蛋白激酶ＩＩ磷酸化位点，６个

Ｎ豆蔻酰化位点，６个蛋白激酶Ｃ磷酸化位点，２个酪

氨酸激酶磷酸化位点及２个 Ｎ糖基化位点。推测这

些位点可以调控ＥＭ１３蛋白参与多房棘球绦虫的生

长发育及感染宿主引发的免疫逃逸过程，且可能是治

疗泡性棘球蚴病的潜在药物靶点，在泡性棘球蚴病的

治疗中有重要价值。多房棘球绦虫感染宿主引发的免

疫机制复杂，包括细胞免疫及体液免疫。良好的疫苗

可以诱导宿主产生保护性免疫抵御寄生虫的感染，预

测蛋白的抗原表位对于分析蛋白作为疫苗候选分子的
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可能性提供了信息［２１２２］。

综上，本研究构建了犈犿１３／ｐＥＴ２８ａ原核表达载

体，生物信息学预测ＥＭ１３蛋白具有较多的抗原结合

位点，可为泡性棘球蚴病的特异性诊断抗原或疫苗候

选抗原的鉴定提供理论基础。
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ｃａｕｓｅｓ ａｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｅｎｄｏｃｙｔｉｃ ｄｅｆｅｃｔｓ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｃｈｅｍ

Ｐａｒａｓｉｔｏｌ，２０１０，１６９（１）：５５５８．

［１８］　 ＷｒｉｇｈｔＭＨ，ＰａａｐｅＤ，ＳｔｏｒｃｋＥＭ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎ Ｎｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ

ｍｙｒｉｓｔｏｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｓａｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｉｎｔｈｅｎｅｇｌｅｃｔｅｄｈｕｍａｎ

ｐａｔｈｏｇｅｎ犔犲犻狊犺犿犪狀犻犪犱狅狀狅狏犪狀犻［Ｊ］．ＣｈｅｍＢｉｏｌ，２０１５，２２（３）：

３４２３５４．

［１９］　 Ｇａｖｒｉｌｏｖ Ｙ，ＳｈｅｎｔａｌＢｅｃｈｏｒ Ｄ，Ｇｒｅｅｎｂｌａｔｔ ＨＭ，ｅｔ ａｌ．

Ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｍａｙｒｅｄｕｃｅｐｒｏｔｅｉｎｔｈｅｒｍｏｄｙｎａｍｉｃｓｔａｂｉｌｉｔｙｂｙ

ｉｎｄｕｃｉｎｇａｃｏｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｌｄｉｓｔｏｒｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＰｈｙｓＣｈｅｍ Ｌｅｔｔ，

２０１６，６：３５７２３５７７．

［２０］　ＺｈｕＪ，ＬｉｕＨ，ＺｈａｎｇＪ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｎ３３ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎｏｎ

ｔｈｅｔｈｅｒｍｏｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆ犜犺犲狉犿狅犿狔犮犲狊犾犪狀狌犵犻狀狅狊狌狊ｌｉｐａｓｅ［Ｊ］

ＪＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１４，１１７：１５１１５９．

［２１］　 Ａｚａｚｉ Ａ，Ｈａｒｏｎ ＦＮ，Ｃｈｕａ ＫＨ，ｅｔ ａｌ．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ 犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿 犽狀狅狑犾犲狊犻 ａｐｉｃａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ

ａｎｔｉｇｅｎ１（ＰｋＡＭＡ１）ｆｏｒｍｕｌｔｉｅｐｉｔｏｐｅｖａｃｃｉｎｅｄｅｓｉｇｎ［Ｊ］．Ｔｒｏｐ

Ｂｉｏｍｅｄ，２０２１，３８（３）：２６５２７５．

［２２］　ＬｉＸＷ，Ｚｈａｎｇ Ｎ，ＬｉＺＬ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｔｏｐｅｖａｃｃｉｎｅｄｅｓｉｇｎｆｏｒ

犜狅狓狅狆犾犪狊犿犪 犵狅狀犱犻犻 ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｇｅｎｏｍｅｗｉｄｅ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ

ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎｓ［Ｊ］．ＰａｒａｓｉｔＶｅｃｔｏｒｓ，２０２２，１５（１）：３６４．

【收稿日期】　２０２４０５０８　【修回日期】　２０２４０８０２
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（上接１４１２页）

［２１］　 Ａｈｏｒ ＨＳ，Ｖｉｖｅｋａｎａｎｄａｎ Ｍ，Ｈａｒｅｌｉｍａｎａ ＪＤ，ｅｔ ａｌ．

Ｉｍｍｕｎｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ：

Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｐｌａｓｍａｍｉｌｉｅｕａｎｄｉｍｐａｉｒｅｄｈｏｓｔ

ｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｆｕｎｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０２４，１７２（２）：１９８

２０９．

［２２］　ＬｏｐｅｚＧｏｎｚａｌｅｚＪＡ，ＭａｒｔｉｎｅｚＳｏｔｏＪＭ，ＡｖｉｌａＣｅｒｖａｎｔｅｓＣ，ｅｔａｌ．

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｅｆｏｒｅ ａｎｄ ａｆｔｅｒ

ｓｔａｎｄａｒｄａｎｔｉｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｃｔｉｖｅ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓａｎｄｄｉａｂｅｔｅｓｍｅｌｌｉｔｕｓ［Ｊ］．Ｃｕｒｅｕｓ，

２０２４，２；１６（３）：ｅ５５３９１．

［２３］　ＢｅｒｎｉｃｋｅＢ，Ｅｎｇｅｌｂｏｇｅｎ Ｎ，Ｋｌｅｉｎ Ｋ，ｅｔａｌ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ

ｓｅａｓｏｎａｌｆｌｕｃｔｕａｔｉｏｎｏｆγδＴｃｅｌｌｓａｎｄｉｔｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｒｅｌａｔｉｏｎ

ｗｉｔｈｖｉｔａｍｉｎＤ３［Ｊ］．Ｃｅｌｌｓ，２０２２，１１（９）：１４６０．

［２４］　ＺｈｕｒａｖｅｌＥ，ＳｈｅｓｔａｋｏｖａＴ，ＥｆａｎｏｖａＯ，ｅｔａｌ．Ｐｏｇｒｅｂｎｏｙ，ｈｕｍａｎ

ｂｅｔａｄｅｆｅｎｓｉｎ２ｃｏｎｔｒｏｌｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅｉｎ ｍａｌｉｇｎａｎｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ：ｉｎｖｉｔｒｏｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＥｘｐＯｎｃｏｌ，２０１１，３３（３）：１１４１２０．

［２５］　刘轩妙，徐俊驰，岳晓冬，等．ＩＦＮγ联合ＩＬ６在菌阴性肺结核诊

断中的应用分析［Ｊ］．标记免疫分析与临床，２０２４，３１（３）：

４５０４５５，４７５．

［２６］　ＨｅｒｗｉｇＲ，ＥｒｌｂａｃｈｅｒＫ，ＩｂｒａｈｉｍａｇｉｃＡ，ｅｔａｌ．ＶｉｔａｍｉｎＤＤｉｍｅｒ：

Ａ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ ｉｎ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ ａｎｄ

ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［Ｊ］？Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅｓ，２０２２，１０（８）：１７８５．

［２７］　ＳｈａｉｋｈＮＡ，ＺｈａｎｇＸＢ，ＡｂｄａｌｌａＭＩ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｉｎｇｈｕｍａｎｔｒｅｇ

ｃｅｌｌｉｎｄｕｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓａｎｄｚｉｎｃ

ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｒｉｔＲｅｖＩｍｍｕｎｏｌ，２０２４，４４（３）：３７５２．

［２８］　ＧａｌｌｏＤ，ＢｒｕｎｏＡ，ＧａｌｌａｚｚｉＭ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｏｆ

ｖｉｔａｍｉｎＤａｎｄｓｅｌｅｎｉｕｍｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｉｎｎｅｗｌｙｄｉａｇｎｏｓｅｄ

Ｇｒａｖｅｓ＇ｄｉｓｅａｓｅｐａｔｉｅｎｔｓｄｕｒｉｎｇｍｅｔｈｉｍａｚｏｌｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．

ＦｒｏｎｔＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ（Ｌａｕｓａｎｎｅ），２０２３，１４（１４）：１１４５８１１．

［２９］　王敏．维生素Ｄ代谢通路异常甲基化与结核病发病风险和预后

的分子流行病学研究［Ｄ］．江苏：南京医科大学，２０１７．

［３０］　ＺｈａｎｇＣ，ＬｉｕＫ，ＨｏｕＪ．ＥｘｔｅｎｄｉｎｇｔｈｅｖｉｔａｍｉｎＤｐａｔｈｗａｙｔｏ

ｖｉｔａｍｉｎＤ３ａｎｄＣＹＰ２７Ａ１ｉｎｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｌｉｇａｍｅｎｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｊ

Ｐｅｒｉｏｄｏｎｔｏｌ，２０２１，９２（７）：４４５３．

【收稿日期】　２０２４０７２６　【修回日期】　２０２４１０１３

·９１４１·
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