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  摘 要:为探究威兰胶合成途径中关键基因welE 和welC 的结构特性及功能,运用生物信息学手段分析了

welE 和welC 基因的序列信息,预测了其编码蛋白的理化性质、跨膜区、信号肽、磷酸化修饰、结构域及高级结构

等.研究结果表明,WelE蛋白是由234个氨基酸组成的稳定亲水性蛋白质,无跨膜结构和信号肽,存在20个磷酸化

位点,含有一个BY-kinase结构域,说明 WelE可能参与威兰胶的生产与转运,WelE二级结构主要由α-螺旋和无规

则卷曲组成,三级结构呈“圆环状”;WelC蛋白是由449个氨基酸组成的不稳定亲水性跨膜蛋白质,含有2个跨膜

螺旋、无信号肽,存在39个磷酸化位点,含有一个 Wzz结构域,这表明 WelC可能与威兰胶链长调节有关,WelC二

级结构以α-螺旋和无规则卷曲为主,三级结构呈“条状”,这些结果为解析welE 和welC 基因的功能以及建立威兰

胶代谢调控方法奠定了理论基础.
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威兰胶(Welangum)又名韦兰胶或威伦胶,是由产碱杆菌(Alcaligenessp.ATCC31555)[1]和鞘氨醇单

胞菌(Sphingomonassp.WG)[2-3]在适当的条件下分泌的一种可溶性胞外多聚糖,是美国KELCO公司继黄

原胶、结冷胶之后开发的最具市场前景的微生物多糖之一.威兰胶的骨架结构同结冷胶和鼠李胶等鞘氨醇胶

类似,由D-葡萄糖、D-葡糖醛酸、D-葡萄糖和L-鼠李糖组成,侧链为单链L-鼠李糖(占2/3)或单链L-甘露糖

(占1/3)[4],此外,约有半数的四糖片段上还带有乙酰基和甘油基团.在威兰胶的化学组成中,乙酰基(连接在

1→3结合的吡喃型葡萄糖基团的2号碳原子上)占2.8%~7.5%,葡萄糖醛酸占11.6%~14.9%,中性糖甘

露糖、葡萄糖和鼠李糖的摩尔比约为1∶2∶2[5],其中大多数鼠李糖以1→4连接,约是以末端连接的2倍,
而大部分的葡萄糖以1→3键连接[6].

威兰胶作为一种天然合成的高分子聚合物,既有同植物多糖相似的性能,又具有聚乙烯、聚丙烯等化学

高分子物质的物理性能[7].即使温度升高至150℃,溶液的黏度也不会有明显变化,除了对热稳定以外,威兰

胶水溶液对酸碱的耐受性也很强,其黏度在pH=1~12范围内仅有轻微的变化[8-9].同时它还具有易分解、
无毒、无污染等优点,因此,威兰胶可作为驱油剂、增稠剂、悬浮剂等应用于石油、食品、石墨、医药和混凝土等

诸多领域[10-11].
威兰胶的合成途径与结冷胶、S-88等鞘氨醇胶类似,主要包括核苷酸糖前体合成、四糖重复单元组装、

长链聚合和分泌3个步骤[12].在威兰胶合成过程中,多糖基本单元的聚合和分泌步骤中,涉及4个关键的基

因,分别为welC,welE,welS 和welG,前期研究发现这些基因可能与威兰胶聚合、链长调节和分泌有

关[13-14],深入分析这些基因的结构与功能,对于建立威兰胶合成调控新策略,提高威兰胶的产量至关重要.
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因此,本研究运用生物信息学手段对welC 和welE 基因及其编码蛋白的性质、结构及功能进行了研究.

1 材料与方法

1.1 实验材料

welE 和welC 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)中获得[13],位置在contig_62和contig_36中.
1.2 序列分析

使用NovoPro(http://www.novopro.cn/tools/translate.html)在线软件将welE 和welC 基因序列翻

译为对应的氨基酸序列,利用ProtParam程序(http://web.expasy.org/protparam/)[15]获取各蛋白质的理

论等电点、相对分子质量、氨基酸组成、消光系数和稳定系数,蛋白亲水/疏水性分析利用在线软件Protscale
(http://web.expasy.org/protscale/)[15]完成,使用TMHMMv2.0(http://www.cbs.dtu.dk/services/TM-
HMM/)[16]在线软件预测蛋白质的跨膜螺旋结构域,使用SignalP5.0Server(http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP)在线软件预测蛋白是否含有信号肽,蛋白质结构域组织信息通过NCBIConservedDomain
Search(CDD,https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)[17]平台获取,利用 NetPhos3.1
Server(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/)[18]在线预测蛋白潜在的磷酸化位点,利用ExPASy在

线服务器上的SOPMA(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl? page=/NPSA/npsa_sopma.
html)[19]分析蛋白质的二级结构,通过SWISS-MODEL(https://www.swissmodel.expasy.org/interac-
tive)[20]软件对蛋白的三级结构进行预测.

2 实验结果

2.1 蛋白质理化性质和一级结构分析

2.1.1 蛋白质理化性质分析

蛋白质一级结构是指多肽链内的氨基酸残基由N末端到C末端的顺序排列,利用在线工具ExPASy
ProtParam分析 WelE和 WelC蛋白的氨基酸组成及其理化性质.如表1所示,WelE含有234个氨基酸,其
中含量最高的前两位氨基酸为丙氨酸(Ala32,13.7%)和亮氨酸(Leu25,10.7%),含量最少的是组氨酸(His
3,1.3%)和赖氨酸(Lys3,1.3%),色氨酸(Trp)的含量为0.WelE蛋白的分子式为C1085H1776N316O347S8,原子

总数3532,相对分子质量为25.056kDa,带负电荷的残基(Asp+Glu)28个,带正电荷的残基(Arg+Lys)

22个,理论等电点(pI)值为5.12,属于酸性蛋白,消光系数为0.297,不稳定系数为28.64(<40),为稳定蛋

白,脂肪系数为98.08,总平均亲水系数(GRAVY)为-0.004<0,预测该蛋白为亲水性蛋白.
WelC含有449个氨基酸,其中含量最高的前两位氨基酸为丙氨酸(Ala83,18.5%)和亮氨酸(Leu39,

8.7%),含量最少的是组氨酸(His3,0.7%),半胱氨酸(Cys)的含量为0.WelE蛋白的分子式为C2122H3408
N626O652S8,原子总数为6816,相对分子质量为48.379kDa;带负电荷的残基(Asp+Glu)45个,带正电荷的

残基(Arg+Lys)44个,理论等电点(pI)值为6.45,属于酸性蛋白,消光系数为0.876,不 稳 定 系 数 为

45.82(>40),属于不稳定蛋白,脂肪系数为92.78,平均亲水系数(GRAVY)为-0.104<0,预测该蛋白为

亲水性蛋白.
表1 WelE和 WelC的理化性质分析

Tab.1 Physic-chemicalpropertyanalysisofWelEandWelC

理化性质 WelE WelC
氨基酸总数/个 234 449
原子总数/个 3532 6816

相对分子质量/kDa 25.056 48.379

带负电荷的残基/个 28 45

带正电荷的残基/个 22 44

理化性质 WelE WelC
理论等电点 5.12 6.45
消光系数 0.297 0.876
脂肪系数 98.08 92.78

不稳定系数 28.64 45.82

平均亲水系数 -0.004 -0.104
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2.1.2 蛋白质的亲水性和疏水性分析

蛋白质亲疏水性氨基酸的组成是蛋白质折叠的主要驱动力,通常情况下,可以根据蛋白质的亲疏水性分

布图分析出蛋白质的折叠情况.利用ExPAXyProtscale在线软件进一步分析了蛋白亲疏水性,分析结果如

图1所示,WelE蛋白分布于阈值0以下的氨基酸数目明显高于分布于阈值0以上的氨基酸数目(0以上表

示疏水区,0以下表示亲水区),其最大疏水值2.267出现在第198位氨基酸处,最大亲水值-2.678出现在第

11位氨基酸处,平均亲水系数为-0.004<0,推测 WelE蛋白为亲水蛋白.
WelC蛋白分布于阈值0以下的氨基酸数目明显高于分布于阈值0以上的氨基酸数目,其最大疏水值

3.122出现在第391位氨基酸处,最大亲水值-2.211出现在第145和第435位氨基酸处,平均亲水系数为

-0.104<0,推测 WelC为亲水蛋白.

2.2 蛋白序列特征和功能分析

2.2.1 蛋白质的跨膜区分析

膜蛋白具有细胞间的信号

传导、物质运输等重要功能,因
此有必要对蛋白质是否存在跨

膜 结 构 进 行 预 测.利 用 TM-
HMMServerv.2.0在线软件分

析预测 WelE和 WelC蛋白的

跨膜 结 构,结 果 表 明(图 2),

WelE蛋白不具有跨膜结构,蛋
白全 部 位 于 膜 内.WelC 含 有

2个跨膜螺旋(TMHs),分别位

于第13~35个氨基酸和第373~
395个氨基酸处,非跨膜螺旋区

(ExpAA)概率为46.43854,N端

位于膜内侧的概率为0.62444,
总体位于膜外,预测 WelC蛋白

属于跨膜蛋白.
2.2.2 蛋白质的信号肽预测

信号肽是一段由15~30个

氨基酸残基组成的短肽,通常位

于分泌蛋白 N 端,在分泌蛋白

合成结束后将其切除,因此可以通过分析蛋白的氨基酸序列是否具有信号肽来判断蛋白是否为分泌蛋白.利
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用SignalP5.0Server对 WelE和 WelC蛋白进行信号肽分析,结果如图3所示,WelE和 WelC的初始切位

点分值(C-Score)、结合剪切位点分值(Y-Score)和信号肽分值(S-Score)均未达到阈值0.5,所以推测这两个

蛋白都不存在信号肽,均属于非分泌蛋白,不能引导蛋白质跨膜运输.

2.2.3 蛋白磷酸化修饰预测

蛋白质表达后,需要进

行翻译后修饰才能发挥正

常功能,磷酸化是蛋白最常

见的修 饰 之 一,在 基 因 表

达、信号传递和代谢等重要

生命过程中起到关键调节

作 用.利 用 NetPhos3.1
Server在线预测 WelE 和

WelC蛋白潜在的磷酸化位

点,分 析 结 果(图4,阈 值

0.5)表明,这两个蛋白在多

个氨基酸位点存在不同程

度的磷酸化,二者都有丝氨

酸、苏氨酸、酪氨酸三种磷

酸化位点,但数量存在差异

(表2),其中 WelE存在20
个潜在的磷酸化位点,包括

7个丝氨酸(S),12个苏氨

酸(T)和1个酪氨酸(Y),

WelC存在39个潜在的磷

酸化位点,包括21个丝氨酸(S),10个苏氨酸(T)和8个酪氨酸(Y).
表2 WelE和 WelC的磷酸化位点

Tab.2 PhosphorylationsitesofproteinWelEandWelC

磷酸化位点 WelE WelC

丝氨酸(Serine) 7 21

磷酸化位点 WelE WelC

酪氨酸(Tyrosine) 1 8

磷酸化位点 WelE WelC

苏氨酸(Threonine) 12 10

2.2.4 蛋白质结构域预测

使用NCBIConservedDomainSearch对 WelE和 WelC蛋白序列进行结构域分析,结果表明(图5),

WelE蛋白含有一个Bacterialtyrosine(BY)-kinase结构域,位于第42~233位氨基酸,属于SIMIBI蛋白超
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家族,大多数BY-kinase蛋白参与胞外多糖的生产的转运;WelC蛋白含有一个 Wzz结构域,位于第1~76
位氨基酸,Wzz蛋白是一种决定链长的蛋白质,属于 Wzz蛋白超家族.

2.3 蛋白质二级结构预测

蛋白质二级结构是由多肽主链有规则地盘绕、折叠而形成的一种重复性构象,其包括α-螺旋、延伸链、

β-转角、无规则卷曲等,二级结构不仅是一级结构与三级结构之间的连接,还是预测三维空间结构的重要

环节.
采用SOPMA在线软件预测 WelE和 WelC蛋白的二级结构(图6),分析结果表明(表3),WelE和

WelC蛋白二级结构均由α-螺旋(Alphahelix)、延伸链(Extendedstrand)、β-转角(Betaturn)和无规则卷曲

(Randomcoil)构成.WelE蛋白中有91个氨基酸参与形成α-螺旋,占38.89%;有40个氨基酸参与形成延伸

链,占17.09%;有16个氨基酸参与形成β-转角,占6.84%;有87个氨基酸参与形成无规则卷曲,占37.18% .
WelC蛋白二级结构中含有66.59%的α-螺旋,8.24%的延伸链,1.78%的β-转角和23.39%的无规则卷曲.其
中α-螺旋和无规则卷曲是 WelC和 WelE蛋白的主要结构元件,β-转角则较少.

表3 WelE和 WelC的二级结构

Tab.3 SecondarystructurepredictionofWelEandWelC

WelE

类别 个数 比例/%

Alphaheli(Hh) 91 38.89

Extendedstran(Ee) 40 17.09

Betaturn(Tt) 16 6.84

Randomcoil(Cc) 87 37.18

WelC

类别 个数 比例/%

Alphaheli(Hh) 299 66.59

Extendedstran(Ee) 37 8.24

Betaturn(Tt) 8 1.78

Randomcoil(Cc) 105 23.39

2.4 蛋白质三级结构预测

蛋白质的三级结构是一种特定的空间结构,是多肽链侧链基团之间的相互作用发生卷曲折叠并靠次级

键维系固定而形成的.预测蛋白质三级结构的方法有同源建模法、折叠识别法(串线法)和从头计算法,其中

同源建模法是最常用的预测方法[21],其原理是:具有相似序列的蛋白质会倾向于折叠成相似的空间结构,所
以,如果两个蛋白质之间具有足够的序列相似性,那么未知蛋白质可以通过已知蛋白质的结构得到一个近似

的三维模型.
利用在线软件SWISS-MODEL对 WelE和 WelC蛋白的三级结构进行模拟.通过同源建模的方法获得

WelE蛋白的三级结构:将 WelE蛋白的氨基酸序列提交至SWISS-MODEL软件,寻找其同源性较高的模

板,在所给出的50个同源性较好的模板中,选取3la6.1.A为模板,在31-232位氨基酸同源建模,预测结果如

图7(左)所示,WelE蛋白的氨基酸序列与模板序列的一致性(SeqIdentity)为30.24%,GMQE为0.63(可信
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度较好),QMEAN为-1.07(与模板的匹配度较好),通过软件自带评分可知建模结果较为可靠.
用同样的方法获得 WelC蛋白的三级结构:在软件所提供的50个模板中,以5j1g.1.A为模板进行建模,

可信度评分GMQE为0.09(可信度一般),匹配度评分QMEAN为-1.98(与模板的匹配度较好),通过软件

自带评分可知建模结果合理,模型预测结果如图7(右)所示.

通过建模所得到的三级结构可以看出,WelE和 WelC蛋白均以α-螺旋和无规则卷曲为主,与二级结构

预测一致,但二者的三级结构所呈现出的形状却截然不同,WelE蛋白呈“圆环状”,WelC蛋白呈“条状”.

3 讨 论

长期以来,威兰胶的生产技术被美国垄断,市场价格十分昂贵,而国内威兰胶生产存在产率低、成本高、
成品质量较差等问题,我国对威兰胶的需求仍依赖于进口[22],因此,深入分析威兰胶合成途径的关键基因及

功能,建立威兰胶合成代谢的调控手段,构建威兰胶高产菌株,开发工业化生产工艺具有重要的现实意义.本
文利用课题组前期测定的鞘氨醇单胞菌(Sphingomonassp.WG)全基因组序列中获得的welE 和welC 基因

序列,通过使用一系列在线软件,对这两个基因进行了生物信息学分析,结果表明,welE 基因编码蛋白是由

234个氨基酸组成的稳定的亲水性蛋白质,无跨膜结构、信号肽,存在20个磷酸化位点,含有一个BY-kinase
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结构域,说明 WelE可能参与威兰胶的生产与转运,WelE二级结构包括38.89%α-螺旋、7.09% 延伸链、

6.84%β-转角和37.18% 无规则卷曲;welC 基因编码蛋白是由449个氨基酸组成的不稳定的亲水性跨膜蛋

白质,含有2个跨膜螺旋、无信号肽,存在39个磷酸化位点,含有一个 Wzz结构域,表明 WelC与威兰胶的链

长有关,其二级结构中α-螺旋占66.59%、延伸链占8.24%、β-转角占1.78%、无规则卷曲占23.39%.本文进

行的一系列生物信息学分析为后期进一步挖掘和验证welE 和welC 基因的功能奠定了理论基础,同时也为

建立威兰胶合成调控新策略提供了思路.
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BioinformaticsanalysisofkeygeneswelEandwelCinvolvedin
welangumbiosynthesisinSphingomonassp.WG

QianJin1,LiLi2,ChangAiping2,LuYujia2,HeQiaomei2,ShenYaling1,ZhuHu2

(1.SchoolofBioengineering,EastChinaUniversityofScienceandTechnology,Shanghai200237,China;

2.CollegeofChemistryandMaterialsScience,FujianNormalUniversity,Fuzhou350007,China)

  Abstract:InordertoexplorethestructuresandfunctionsofkeygeneswelEandwelCinvolvedinthesynthesispathway
ofwelangum,aseriesofbioinformaticsmethodswereusedinthisresearchtoanalyzethesequencecharacteristicsofwelEand
welC,andpredictthephysicochemicalproperties,transmembraneregions,signalpeptides,phosphorylationmodification,do-
mainsandspatialstructuresoftheirencodedWelEandWelCproteins.TheresultsshowedthattheWelEisastablehydrophilic

protein.Itconsistsof234aminoacidsandownsastructurewithouttransmembranestructureandsignalpeptide.Thereare20

phosphorylationsitesandaBY-kinasedomaininWelE.ThestructureindicatesthattheWelEmaybeinvolvedintheproduction
andtransportofwelangum.Itssecondarystructureismainlycomposedofα-helixandrandomcoil,andthetertiarystructureis
annular.TheWelCisanunstablehydrophilictransmembraneproteinconsistingof449aminoacids.Thisproteincontainstwo
transmembranehelices,butnosignalpeptide.Thereare39phosphorylationsitesinWelCanditcontainsaWzzdomain.Thedo-
mainshowsthattheWelCmayparticipateinthechain-lengthregulationofwelangum.Thesecondarystructureismainlycom-

posedofα-helixandrandomcoil,andthetertiarystructureisstrip.Theseresultswilllayatheoreticalfoundationforrevealing
thedetailedfunctionsofwelEandwelCgenesandfurtherestablishingnewstrategiesformetabolicpathwayregulationofwelan

gumbiosynthesis.

Keywords:welangum;welEgene;welCgene;bioinformatics;proteinstructure
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