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  摘 要:威兰胶是一种由微生物合成的天然高分子多聚糖,具有优异的流变性能和良好的稳定性,广泛应用

于石油开采、建筑材料、日用化学品、食品、医药等领域.本论文运用生物信息学手段,对威兰胶合成过程中涉及到的

关键基因welS 和welG 进行了研究,主要包括welS 和welG 基因序列及其编码蛋白 WELS和 WELG的性质及结

构.结果表明 WELS和 WELG含有412和545个氨基酸,分子量分别为43.1kDa和59.5kDa,等电点分别为11.12
和10.39,均为碱性疏水性蛋白.WELS和 WELG在结构域组成类型上具有相似性,左右结构域形成大致平行的角

度,并且在β-sheet部分具有相似的“环形”结构.这些研究结果为建立威兰胶代谢合成调控新策略,提高威兰胶的发

酵产量奠定了基础.
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威兰胶(Welangum),又名韦兰胶或威伦胶,是由海洋来源鞘氨醇单胞菌(Sphingomonassp.WG)和产

碱杆菌(Alcaligenessp.)在生长代谢过程中分泌的一种水溶性胞外多聚糖[1-2].威兰胶与结冷胶、黄原胶等

同属于鞘氨醇类[3],由D-葡萄糖、D-葡糖醛酸、D-葡萄糖和L-鼠李糖共同组成威兰胶的结构骨架[4],侧链一

般连接单链L-鼠李糖(占2/3),也可能会连接单链L-甘露糖(占1/3),除此以外,一半左右的四糖片段上还

带有乙酰基和甘油基团[5].作为一种新型材料,威兰胶水溶液因其较高的热稳定性,并且对酸、碱稳定,在pH
为2~12时,仍能保持黏度不变的独特性质[6,7],因此在水泥、混泥土等建筑材料[8]、日用化学品[9]、食品[10]、
医药[11,12]和石油开采领域[13-15]中具有广泛的应用价值和潜在的发展前景.虽然目前鞘氨醇单胞菌发酵生产

威兰胶的产量达到39.95g/L,葡萄糖的转化率也提高到56.48%[16,17],但相较于广泛使用的黄原胶(糖转化

率达70%~90%)[18],糖的转化率还是相对较低.因此,提高威兰胶的产量仍然是威兰胶生产发展必不可少

的关键一步.
要进一步提高威兰胶产量和降低其生产成本,深入解析其生物合成途径及调控机制有着至关重要的意

义.对威兰胶发酵生产的合成路径已多次被报道[5,7,19-20],然而有关威兰胶生物合成中涉及的遗传信息和基

因组尚未得到很好的研究.通过对鞘氨醇单胞菌(Sphingomonassp.ATCC31555)的全基因组序列[21]分析,
明确了合成威兰胶的基因簇序列[22],wel簇的核心区域约为24kb,含有约24个基因,主要有四基因rml簇

rmlABCD、编码四糖重复单元组装的糖基转移酶的基因(welB,welK,welL 和welQ),以及编码参与聚合、
链长度调节和威兰胶的输出的一些酶的基因(如welS,welG,welC 和welE)[23].

多糖生物合成的最后一步,是将多糖从细胞膜上分泌出去.这个转运过程需要能量,并且可能通过一个

特殊的转运系统,该系统确保将高聚物从脂类载体上释放出来并且进行跨膜转运.推测的威兰胶四糖重复单

元聚合和分泌的途径是 Wzy型途径[19,20],首先在同 Wzx相似的转位酶 WelS的作用下,重复单元从细胞质
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中翻转经过内膜进入周质空间,然后是在 Wzy相似的聚合酶 WelG作用下,重复单元聚合在一起.但是目前

对welS 和welG 基因的报道较少,对该基因编码蛋白的结构、理化性质的研究更是寥寥无几.因此,通过生

物信息学手段对威兰胶合成过程中的四糖基本结构单元的聚合和运输步骤中涉及的welS 和welG 基因进

行深入研究,对提高威兰胶的产量具有重要的意义.本研究基于welS 和welG 基因序列,利用在线软件分析

它们的理化性质和结构特点,为后期深入研究welS 和welG 的功能并构建威兰胶发酵调控新策略奠定了

基础.

1 材料与方法

welS 和welG 基因序列均从课题组前期测定的鞘氨醇单胞菌(Sphingomonassp.WG)全基因组序

列(NCBIACCESSIONNO:NZ_LNOS00000000)[23]中推导获得.应用 NovoPro(http://www.novopro.
cn/tools/translate.html)在线软件,将 welS 和 welG 基因序列翻译为氨基酸序列;ProtParam(http://

web.expasy.org/protparam/)预测演绎蛋白质 WELS和 WELG的理论等电点和相对分子质量和稳定系

数;使用Protscale(http://web.expasy.org/protscale/)预测演绎蛋白的亲疏水性;利用ExPASy在线服

务器上的SOPMA(https://www.expasy.org/)预测演绎蛋白质的二级结构;SWISS-MODEL(https://

www.swissmodel.expasy.org/interactive)进行三级结构同源建模并预测蛋白质空间构象;在 NCBICon-
servedDomainSearch平台(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)预测演绎蛋白质

的结构域;使用SignalP4.0Server(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0)在线软件预测蛋白是

否含有 信 号 肽;通 过 TMHMM(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)预 测 演 绎 蛋 白 质 的 跨

膜区.

2 结果分析

2.1 WELS和 WELG蛋白的一级结构预测分析

利用软件 NovoPro将welS 和welG 基因序列翻译成氨基酸序列,并利用ProtParam得到相应的编

码蛋白质 WELS和 WELG的一级结构(NCBIACCESSIONNO:NZ_LNOS00000000).分析结果表明,
这两个蛋白分别含有412和545个氨基酸残基,分子量分别为43.1kDa和59.5kDa.WELS和 WELG
的氨基酸组成中疏水性氨基酸分别为 Ala,Cys,Ile,Leu,Met,Phe和 Val,与常温和中温的蛋白酶相比,
含量较高,并且 WELS的疏水性比 WELG的疏水性强.WELS和 WELG的带电的氨基酸(Asp、Arg、

Lys和Glu)组成比例高于常温和高温蛋白酶,这些疏水性氨基酸和带电氨基酸对于维持蛋白质较高的

热稳定性是非常有利的.WELS和 WELG的等电点分别为11.12和10.39,表明这两个蛋白质均为碱

性蛋白质;不稳 定 系 数(Instabilityindex)分 别 为24.79和46.33;脂 肪 系 数(Aliphaticindex)分 别 为

129.34和126.65.
2.2 WELS和 WELG蛋白的二级结构预测分析

用SOPMA软件预测 WELS和 WELG蛋白的二级结构(图1),结果发现,预测的 WELS蛋白含约

63.11%的α-螺旋,4.37%的β-转角,14.32%的延伸链和18.20%的不规则卷曲;WELG蛋白含约54.13%的

α-螺旋,3.67%的β-转角,13.58%的延伸链和28.62%的不规则卷曲.
2.3 WELS和 WELG蛋白结构域预测分析

利用 NCBI中 ConservedDomains对 WELS和 WELG蛋白序列进行结构域分析.结果表明,对于

WELS,多糖生物合成蛋白的膜是从第1位到277位的氨基酸,氨基酸序列对比是从第8位到274位的氨基

酸;多糖生物合成C-末端d的膜是从第328位到411位的氨基酸,氨基酸序列对比是从第328位到405位的

氨基酸.对于 WELG而言,O-抗原连接酶的膜是从第318位到466位氨基酸,氨基酸序列对比是从第324位

到465位的氨基酸.因此,两个蛋白酶在结构域组成上具有相似性,这有可能是引起它们具有相似疏水性的

主要原因.
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2.4 WELS和 WELG蛋白三级

结构预测分析

利用在线软件SWISS-MOD-
EL,根 据 同 源 建 模 法,预 测 出

WELS和 WELG的三级结构(如
图2所示),分析结果表明,WELS
和 WELG具有相似的立体三维

结构,但 WELS的 三 级 结 构 比

WELG的三级结构更加紧凑,左
右两个结构域形成大致平行的角

度,并且在β-sheet部分具有相似

的“环形”结构.值得注意的是,因
为这两种酶相似的空间结构,使
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得构建具有高催化活性与功能的杂交酶成为可能.当然,这与目前报道的细菌脂多糖转运组装膜蛋白复合体

有着巨大的差异,来自福氏志贺菌的LptD-LptE膜蛋白复合体是由两个蛋白所形成的“塞子-桶”结构模式,
并含有两对非连续的、跨结构域的二硫键.LptD的跨膜区是由最多β链所组成,尺寸最大的β桶状整合膜蛋

白.在组成β桶的第3和第26条β链间创造了一个宽度为16埃的脂多糖出口,其大小可以允许脂多糖从桶

壁上的出口侧向输入到脂双层中,成功完成脂多糖的转运[24].结构更复杂的是,Lpt系统在细胞内膜转运上

涉及一个由LptB,LptF和LptG构成的ABC转运体复合物,其中lptB位于大肠杆菌全基因组的72.0min
处,结构上呈完全折叠构型,具有典型的“L”构型,并包含高度保守的Q-loop[25].
2.5 WELS和 WELG蛋白信号肽预测

利用 SignalP4.0Server
对 WelS和 WelG蛋白进行信

号肽预测,结果如图3所示,可
以看出两种蛋白的C-score,S-
score和 Y-score均未达到阈

值(0.5),说明这两种蛋白均不

含信号肽,为非分泌蛋白,合成

后不需要运输,直接在合成处

发挥作用.
2.6 WELS和 WELG蛋白的

跨膜区分析

利用 TMHMMServerv.
2.0 在 线 软 件 分 析 蛋 白 质

WELS和 WELG的跨膜区,分
析结果如图4所示.WELS和

WELG均具有较多的跨膜结

构,因此它们均属于跨膜蛋白,
这也印证了 WELS和 WELG
在威兰胶分泌和聚合中发挥着

重要功能.

3 结 语

本研究在前期完成威兰胶
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合成基因簇测序工作的基础上,利用PROTPARAM,SOPMA,SWISS-MODEL等多种生物信息学软件,对
威兰胶合成关键基因welS 和welG 进行了分析,分析结果表明他们编码的蛋白质 WELS和 WELG分别含

有412和545个氨基酸,其中疏水性氨基酸分别为Ala,Cys,Ile,Leu,Met,Phe和Val,与常温和中温的蛋白

酶相比,含量较高.WELS和 WELG分子量分别为43.1ku和59.5ku,等电点分别为11.12和10.39,均为碱

性疏水性蛋白.在对蛋白 WELS和 WELG高级结构预测中发现两种蛋白均含有较高比例的α-螺旋结构,较
多α-螺旋结构的存在有利于蛋白质结构的稳定性,并有利于提高蛋白质分子的热稳定性;同时 WELS和

WELG在结构域组成类型上具有相似性,通过对其进行同源建模分析,发现这两种蛋白具有相似的三维结

构,左右结构域形成大致平行的角度,并且在β-sheet部分具有相似的“环形”结构;WELS比 WELG的三级

结构更加的紧凑.通过软件预测,发现这两种蛋白均不存在信号肽,说明此类蛋白质为非分泌蛋白;两种蛋白

质均属跨膜蛋白,提示其可能在威兰胶分泌和聚合中发挥重要功能.这些结果将为未来提高威兰胶产量等研

究提供重要的信息,奠定良好的基础.但是,该研究成果仅预测了可能参与核苷酸糖前体合成及四糖重复单

元组装的部分蛋白的编码基因,对于威兰胶合成及代谢调控的具体机制仍不清楚.
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BioinformaticsstudyonwelSandwelGkeyGenesinvolvedin
WelanGumSynthesisinSphingomonassp.WG

LiLi1,ChangAiping1,QianJin2,YangYanyu1,HeQiaomei1,ShenYaling2,WangYinglu1,ZhuHu1

(1.FujianProvincialUniversityEngineeringResearchCenterofIndustrialBiocatalysis,FujianProvincialKeyLaboratory

ofAdvancedMaterialsOrientedChemicalEngineering,CollegeofChemistryandMaterialsScience,FujianNormalUniversity,Fuzhou350007,

China;2.StateKeyLaboratoryofBioreactorEngineering,EastChinaUniversityofScienceandTechnology,Shanghai200237,China)

  Abstract:Welangumisakindofnaturalpolysaccharideproducedbymicrobialmetabolism.Duetoitsexcellentrheologi-
calpropertiesandstability,ithasbeenwidelyusedinpetroleumexploitation,buildingmaterials,dailychemicals,foodandmedi-
cineindustry,etc.ThisstudyfocussesonthebioinformaticsanalysisforthekeygenswelSandwelGinvolvedinthebiosynthe-
sisofwelangum,mainlyincludinggenesequencesandpropertiesandstructuresoftheircodingproteinsWELSandWELG.The
resultsshowedthattheencodingproteinsWELSandWELGcontain412and545aminoacidswithmolecularweigh43.1kDa
and59.5kDa,respectively.TheisoelectricpointofWELSis11.12,andofWELGis10.39,combiningwiththehydrophilicity
studies,suggestingthatbothoftheseproteinsarebasichydrophobicproteins.ThedomaincompositionofWELSandWELGare
similar,whichformaproximalparallelanglebetweentheleftandrightdomains,andconstructasimilar"annular"structurein
thebeta-sheetmoiety.Theseanalyzedresultswillprovideanewregulationstrategyforbiosynthesisofwelangum,andtheoreti-
calsupportforimprovingitsfermentationyield.

Keywords:Welangum;welS;welG;structurecharacteristic;bioinformatics
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