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摘 要 本文利用信息生物学技术，对新近克隆的人神经元 蛋白基因(npl7 3)所编码的人 神经 

元蛋白 NP17 3的一、二级结构特点及其理化特性进行分析，同时就其空间三维构象进行了模拟， 

为研究其在活体内的 

关键词 信息生物学 

分类号~-54．52一 

功能提供 了理论指导 

、 竺至里皇lNPL7 3、国际互联网、PCGENE软件包、123D软件包 

拘 矽冉乏 
O 前言 

信息生物学(Bioinformatics)是计算机科学与 生命科学联姻的结晶。计算机技术的发 

展、国际互联网的涌现、信息高速公路的开通及其广泛延伸使生物学的研究方法正经历着一 

场深刻的质的变革。 目前，信息生物学在对蛋白质进行空间构象模拟、晶体结构分析及潜在 

功能预测方面的强大功能 已初露端倪。基于此，本文作了一些有益的探索．简述如下。 

l 材料和方法 

l'1 材料 

NP17 3全长 mRNA、PCGENE软件包、国际互联 网、微型计算机 DTK586、IBM pen 

tium@lI、COMPAQ586、打印机 Deskjet500、EPSON stylusTMC~LOR600 

1 2 方法 

1 2．1 一级结构和二级结构分析 ／。 

利用PCGENE软件包进行 ． f 
具体操作如下 ：MS—DOS状态下 f ’ 

C：＼)cd pcgene 

+ 
C：＼pcgene>pcgene 

+ 
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Pcgene 01 

+ 

(1)Program selection by menu 

+ 

(3)Sequence ana[ysis 

+ 
，2)Protein sequence analysis 

+ 

(4)Sequence comparisons and homologies 
+ 

(5) Secondary structure analysis 

1 2 2 三维空间构象模拟 

通过国际互联网，应用 123D软件包的系列分析软件，进行 目标蛋白与公用库存蛋 白的 

同源比较及其空间构象模拟。具体操作如下 ： 

http：／1ww w yahoo tom 

+ 

Education／Higher Education／colleges~and—universities 

+ 

United KiTlgd∞1@ 

+ 

Cambridge University@ 

● 

Sanger search 

+ 
Sanger center 

+ 
Software＆ Databases 

+ 

Genomie Analysis Too ls 

+一3一D stru ctures 

Fold Recognition，3D protein structure comparison 

+ 
Threading a sequence through a set of structures 

+ 

Thread 1-to 3-D with OHr simple 123D 

● 
123D Input Form 

imput short name of the sequence，paste or type your sequence 

+ 
submit 

或直接进入下列同址 ： 

http：／／genomle sanger ac．uk／123D／run123d html 

123D Input Form 

imput short name of the seq uence，Paste or type your sequence 

● 

submit 
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1．2 3 蛋白功能预测 

据一、二级结构特点，理化特性，信号序列和功能位 蓖的有无及分布，空间结构特点等综 

合进行。 

2 结果 

2 1 NP17 3蛋白氨基酸组成及分子量 

5 10 15 20 25 30 

1 M A A G L F G L S A R R P L A A A A T R G L P A A R V R W E 

31 S S F S R T V V A P S A V A G K R P P E P T T P W Q E D P E 

61 P E D E N L Y E K N P D S H G Y D K D P V L D V W N M R I．V 

91 F F F G V S I I L V L G S T F V A Y L P D Y R M K E W S R R 

121 E A E R L V K Y R E A N G L P I M E S N C F D P S K I Q L P 

151 E D E 

Number of residues：153． 

Motecular weight(MW )：17300；Checking number(CN)：122915 

2．2 蛋 白等 电点分 析 

Residues and pK values 

taken in aco~unt in the 

computation 

．~nino acid com!~osition 

15A 1C 1H 4M 

13R 2Q 4I 7F 

5N 14E 13L 15P 

9D 8G 6K 11S 

图 1 NPI7 3蛋白氨基酸组成 

N ter(+)Met，pK：9 21 

C—ter(一)Glu，pK：2 19 

Arg(+)i3，pK：i2 48 

Lys(+)6，pK：10 79 

His(+)1，pK：6 

A5口(一)9，pK：3．65 

Glu( )14，pK：4 25 

C (一)1，pK：8 35 

T (一)5，pK：i0 13 

5T 

4W  

5Y 

11V 

Curve Df the charge of protein NPI7 3 as a function Df the pH(fr~n 0 to 14) 

Calculated Dn the complete sequence，153 residues． 

图 2 NP17 3蛋 白氨基酸 电离常数与等电点 
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2．3 蛋白位点分析(包括“PEST”位 点) 

M r,t ^lH A]a G1 Y __Pl】Phe Glv Leu Ser 1̂．1 A rz r̂g 。I·一 P̈ ＼ 

Mvr 

6 ^ H一 I rA1 —Thr Arg 51 Y Leu Pro—Al A1 ， ≈一 I 、r Trp G1 

'412 

j1 Ser Ser Phe Ser Arg—Tkr—Val—Va1一Ala—P r(】一ger Ala V l hla “l～ 

S() 

A pro G1 ill- 

76 T 5 r Asp gys Asp Pro Val Let,Asp Va1 Trp一̂ sIl—Me1一 1f ·l,ou ～ 

1 06 Va I A1 Tyr—Leu—Pro—Asp—Tyr—Arg～Met—I ys 51 I】 I'rp _l f 1g !：＆ 

I 

121量 — 二 二 芷 I Viii I ys Tyr—Arg G1【I Ala—Ash( I．『 【l—P 

136 I P Met gltt Ser—asn—Cj’s—Phe—Asp—Pro Set Lvs—Ile 0【【l 1
．i、l：一Pt 

5I Gltl 1、sD Gi kl 

Myr：standsfor amyristyl group(十四烷基化基团)；NH2：standsfor an amide group(酰胺化 

基 团 )： 

(P)：stands for a phosphate group(磷酸化基团)；(so4) 

阴影 区示氨基酸残基“PEST”区域．下划线处“
— —  

图 3 人神经元蛋白 NP17 

2 4 NP17 3的氨基酸亲水性分布囹 

stands for a sulfate group(硫化基团) 

”示潜在抗原决定族区。 

3蛋白位点分析 
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NP17 3蛋 白序列的亲水性特征 ．以平均每组 6十氨基酸的组群进行计算机分析 

结果。图 中显示．整个 蛋白序列 中有三个高亲 水性 区：6O一65．68—73，119124．其 中 

119—124为一潜在抗赈决定簇区。尽管该蛋白亲水性 占优势．但也包含一相对疏水性 

区 89．109，其每侧各有一高度亲水性的侧翼区。 

图 4 人神经元蛋白 NP17 3氨基酸亲水性分布圈 

2 5 二级结构的 NOVOTNY法分析结果 

Turn 

Dha 
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plot of secondary structure curves for sequence NP17 3 Protein From position 1 to 153 

Turn⋯reverse turn propensity(转角倾向)；Beta-一Beta sheet propensity(0-折叠倾向)； 

Alpha⋯Alpha helix propensity(Ⅱ一螺旋倾向)；+⋯ -charged residues profile(氨基酸残基所带 

电荷特征)； 

Hyd r【】-·hydrophohicity pmfile(疏水性特征) 

臣 5 人神经元 NP17 3二级结构 NOVOTNY法分析结果 

图中显示．NP17 3蛋白的 87—109位氨基酸残基 区具高疏水性 ，整个蛋白被此疏水区分 

隔成两个亲水区域。48—68位氨基酸残基高亲水 区为快速衰变 蛋白特狂性的“PEST”区 

(PPEPTTPWQEDPEPEDENI YE)(参 见 图 3)，高亲 水 性 的 119—124位 氨基 酸 残 基 区 

(RREAER)为一潜在抗厩决定族区，与 鼠 NP15．6蛋白的抗原决定族区 69—74位氨基酸残 

基区(RREAER)序列完全r致。从氨基酸残基所带电荷性质来看，NP17．3为一酸性质自 

(PI 4．89) 

2 6 NP17 3的三维空间构象图 

应用 123D软件包的系列分析软件，进行蛋 白质的同源比较及其空间构象模拟，据以推 

测其功能 。 

http：／／www yahoo con；上找到 Sanger center打开 123Dface，PDB header下进行模拟， 

结果如 图 6： 

3 讨论 、 

人神经元蛋白 NP17．3．是 个由153个氨基酸 

残基组成的蛋白质。计算机分析结果显示其分子量 

为 17．3KDa(故暂命名其为 NP17．3)(见图 1)，等 电 

董为 4．89(见图 2)，因而为一酸性蛋白。该蛋 白48 

～ 68(PPEPTTPWQEDPEPEDENLYE)位氨基酸残 

基区为一“PEST域”(Pro—Glu—Ser Thr)(见 图 3) 

1986年，Rogers，Wells和 Rechsteiner首 次 提 出 

“PEST区域”假说⋯．认为胞 间半衰期短于 2小时 

的真核蛋白氨基酸序列中包含一个或多个富含脯氨 

酸(P)、谷氨酸(E)、丝氨酸(s)和苏氨酸(T)的区域， 

此区域两侧通常 为带正 电荷 的氨基 酸残 基，故谓 

“PEST区”；而间半衰期长于 20小时的真核蛋白氨 

邕 6 NI I7 3蛋白天然构象模拟目 

基酸序列中则很少有此区域。1987年，他们又在一篇综述 中列举了23种含“PEST区域”的 

快速衰变蛋白l2j。PCGENE分析“PEST区域”程序中，将 PEST分值等于或大于 5者定义 

为标准的“PEST区”，而 NP17．3的 PEST分值高达 20．54，强烈提示它是一种含“PEST”的 

蛋白质。兹将其与部分 PEST蛋白显示于表 1。 

已知的含 PEST域蛋白包括有．原癌基因(myc、los、myh)产物：C-Myc、C-Fos、0Myb；酶 ：鸟 

氨酸脱羧酶 ODC、轻甲基戊二酸单酰辅酶 A(HMG-CoA)还原酶(NADPH)、酪氨酸氨基转 

移酶(TAT)和信号传导途径的组分：激酶、甾体化合物受体、压阎钙离子通道蛋 白a一2／a亚 

基、韧粘素一x等。NP17．3蛋白中 PEST区域的存在暗示该神经元蛋白可能为神经信号传 

导途径的组分、且半衰期短于两小时，再结合人 NP17 3与鼠 NP15 6两蛋白结构的保守性， 
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表 1 部分快速衰变蛋白的氯基酸顺序 

PEST区氨基酸顺序以单字母代码表示 

A一丙氪酸 ；c一半胱氪酸；D_一天冬氪酸；E一答氪酸；F一苯丙氪酸；0一甘氪酸；H～组氪酸；I一异亮 

氪酸；K一赖氪酸；L_亮氪酸 ；M一蛋氪酸；N一天冬酰胺；P一脯氪酸 ；。_-各氪酰胺；R_精氪酸 ；s一 

丝氪酸 ；T_苏氪酸；v一缬氪酸；w一色氪酸；Y一酷氪酸 ； 

*一示 NP17 3的同源蛋白。 

我们推测该蛋白可能在人神经发育和神经信号传导中起重要作用l3 J。 

此蛋白还有如下特征：它包含有 l4个谷氨酸残基，主要分布在离 N端 30个氨基酸残 

基始的近 40个残基区内和 c端．正是这两个区域决定了该蛋白的酸性特征(PI4 89)，所含 

的 l5个晡氨酸残基大部分也分布在这两个区域 ；亲水性分布图(图 4)揭示，整个蛋白序列 

中．有三个 高亲水性 区：60～65(GIu．Pro-Glu—Asp—Glu-Asn)、68～73(Glu—Lys．Asn—Pro-Asp． 

Ser)、119～124(Arg-Arg．Glu．Ala．Glu-Arg)，其中 1l9～124为一潜在抗原决定族 区，尽管该 

蛋白亲水性占优势，但也包含一相对疏水性区 89～109(LvFFFGvAIILvLGsTFvAYL)， 

其每侧各有一高度亲水性的侧翼区，NP17 3蛋 白似乎被疏水性区域分隔成两个亲水域，阐 

述这些亲水域的功能是十分有趣的事情 ；以 GGBSM 法推测其二级结构含三个螺旋区、一 
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个折 叠 片和 两 个 无规 卷 曲 (39—8O、130～153)，其 中 87～107(MRI VFFFGVAIIL— 

VLGSTFVA)具高疏水性。为一跨膜螺旋区．95(Va1)～106(Phe)形成跨膜多体；而且 PC— 

GENE的 PROSITE程序分析表明该蛋白还是蛋白激酶 c、酪蛋 白激酶 Ⅱ、酪氯酸激酶的底 

物．含蛋白激酶 c磷酸化位点和酪氨酸硫酯化位 各两个，酪蛋白激酶的底物．含蛋 白激酶 

C磷酸化位点和酪氯酸硫酯化位点各两个，酪蛋白激酶 Ⅱ磷酸化位 、酪氨酸激酶磷酸化位 

点、N一十四烷基化位点、酰胺化位点各一个(图 3)，这些位点的存在说明该蛋白易为多种激 

酶激活，烷基化和酰胺化位 点的存在增强 了该蛋 白的不稳定性。这从另一个方面论证 了 

NP17 3这一 PEST蛋 白的功能特征。 

此外．用 PCGENE软件包分析人 NP17 3的二级结构发现，其 32．6％的氨基酸参与形 

成 d螺旋、15．0％的氨基酸参与形成 8折叠片；相 比之下，鼠 NP15．6的 25．5％和 19．5％的 

氨基酸分别参与形成二级结构的 a螺旋和 8折叠片(Rogister，B．M．et a1．1996)。有趣的是． 

a 螺旋结构几乎靠近该蛋白序列的 一COOH端，从 87到 107的 21个氨基酸残基中有 16 

个、将近 8O％的氨基酸残基参与 a螺旋的构成。 

综上所述．基于人 NP17 3还有分子量较小的特征．我们推测 NP17．3是一种寿命极短 

的参与神经信号传 导的蛋白质．它在神经元及神经元效应器 皆可表达，但在神经元效应器表 

达之后，迅即通过突触后膜、间隙、前膜而进八神经轴突．作为逆 向轴流的一种成份参与神经 

的调节功能，可能在神经元间神经信号传导中发挥中介作用。我们将用重组表达、转基因及 

定点突变、酵母双杂交系统等技术对其确切的功能作进一步的研究。 
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The Application of Bioinformatical Techniques in the Study of 

Structure and Function of Human NeuronaI Protein NP17．3 

Cui Yin~gyu Yu Long Gong Ruomu Dai Fangzhen Dong Changyu 

(State key laboratory of Genetics Engineering，Institute of Genetics，Fudan University Shanghai．200433) 

Abstract：In this article taking~dvantage of biulnformaticul techniques，we have analyzed the primary and sec 

ondary stracture of human neuronal protein NP17 3 and its physical＆ chemical characters In th e meantime．we 

have also simulated its three deme~sional conformation This work has provided solid theoretical foundations for its 

tunction research in vivo 
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