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白纹伊蚊细胞色素Ｐ４５０ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２
蛋白生物信息学分析
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【摘要】　目的　运用生物信息学方法预测分析白纹伊蚊细胞色素ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的结构与功能。　方法　基于白纹

伊蚊基因组数据库筛选出犆犢犘４犎４２狏２基因并进行ＰＣＲ验证；利用在线软件Ｅｘｐａｓｙ分析该基因编码的ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２

蛋白的理化性质和亲疏水性；利用 ＨＭＭＴＯＰｖｅｒｓｉｏｎ２．０和ＳｉｇｎａｌＰ４．１ｓｅｒｖｅｒ分别预测ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的跨膜结构

域以及 信 号 肽；运 用 ＮｅｔＰｈｏｓ、ＮＣＢＩＣｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ、ＳＯＰＭＡ、ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ、ＩＥＤＢ 在 线 程 序 分 别 预 测

ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白潜在的磷酸化位点、保守域结构、蛋白二级、三级结构及其抗原表位；对其编码的氨基酸序列进行同源

比对，利用 ＭＥＧＡＸ软件构建系统进化树，通过ＳＴＲＩＮＧ数据库对其蛋白互作网络进行预测。　结果　犆犢犘４犎４２狏２

基因全长１６６４ｂｐ，开放阅读框为１５０８ｂｐ，编码５０２个氨基酸；无信号肽，存在跨膜结构域，为疏水性蛋白，有潜在的磷

酸化位点和保守域结构；ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白具有α螺旋、β折叠结构和互变异构酶活性；ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白具有１８个抗原

表位，在ＳＴＲＩＮＧ数据库共鉴定出１１个相关基因以及４３个互作关系。　结论　利用生物信息学方法预测分析白纹伊

蚊犆犢犘４犎４２狏２基因，发现其编码蛋白存在潜在抗原表位，且具有多个磷酸化位点，为犆犢犘４基因在白纹伊蚊抗药性机

制的研究中发挥的作用提供理论基础。
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　　白纹伊蚊（犃犲犱犲狊犪犾犫狅狆犻犮狋狌狊）隶属于昆虫纲双翅

目蚊科伊蚊属。其起源于东南亚，由于其适应能力极

强，目前已广泛分布于全球的热带、亚热带和温带地

区［１］。白纹伊蚊通过吸食人畜血液传播登革热、黄热

病和寨卡病毒病等多种疾病，是一种重要的病毒媒

介［２３］。白纹伊蚊在我国分布广泛，近年来我国广东、

云南、海南等省均暴发过由白纹伊蚊引发的登革热疫

情，造成了严重的公共卫生问题。目前拟除虫菊酯类

化学杀虫剂杀灭蚊虫在我国是控制蚊媒疾病的主要手

段，特别是在处理应急、自然灾害时能起到很好的效

果［４］。然而，长期、大量化学杀虫剂的使用导致蚊虫对

杀虫剂敏感性下降而产生抗药性，成为当前蚊媒病防

控的重大难题［５７］。

近年来随着生物信息学和分子生物学技术的快速

发展，犆犢犘４５０基因不断被发现并证实与蚊虫的抗药

性机制相关。在蚊虫抗性种群中犆犢犘４５０基因显著

过量表达，提示其可能发挥着代谢解毒作用，在蚊虫产

生抗药性机制中发挥重要作用［８９］。根据研究报道细

胞色素Ｐ４５０介导蚊虫代谢抗药性的酶系主要集中在

ＣＹＰ６、ＣＹＰ９和ＣＹＰ４家族，在具抗药性的昆虫体内

ＣＹＰ４、ＣＹＰ６、ＣＹＰ９家族的基因过量表达，表明ＣＹＰ４

家族在昆虫的解毒代谢中发挥着重要作用［１０１２］。基于

蚊虫中ＣＹＰ４的研究现状，本研究通过在线分析软件

对白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白进行生物信息学分析预

测其结构和功能，为进一步探索ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白在

白纹伊蚊抗药性机制中的作用提供理论基础。

材料与方法

１　材料

利用ＮＣＢＩ白纹伊蚊基因组数据库，结合本研究

前期实验数据分析，筛选出白纹伊蚊细胞色素

ＣＹＰ４５０犆犢犘４犎４２狏２基因。白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２

基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＦ０２９７６４．１）。

２　方法

２．１　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２基因鉴定　利用Ｐｒｉｍｅｒ

５．０软件设计特异性引物，Ｆ１：５′ＧＧＧＣＴＴＣＣＴＧＡＡ

ＣＧＡＧＡＡＣＡ３′；Ｒ１：５′ＡＧＴＣＧＧＣＡＴＴＡＧＣＣＴＴＧ

ＴＣＣ３′，引物委托上海欧易生物医学科技有限公司合

成。以白纹伊蚊ｃＤＮＡ为模板，Ｆ１、Ｒ１为引物，ＰＣＲ

扩增犜犮狆ＭＩＦ基因。反应体系为２５μＬ：其中含 Ｍｉｘ

（Ｇｒｅｎｎ）１２．５μＬ，ｃＤＮＡ１μＬ，上、下游引物各１μＬ，

加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ，反应程序：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０

ｓ；５３～６０℃３０ｓ；７２℃３０ｓ；共４０个循环；７２℃４

ｍｉｎ；４℃保存。取５μＬＰＣＲ产物在２％的琼脂糖凝

胶进行电泳鉴定。

２．２　白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的理化性质与亲疏

水性分析　应用在线工具Ｅｘｐａｓｙｐｒｏｔｓｃａｌｅ（ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ）预测ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的氨基酸数

目、分子质量、氨基酸序列组成、等电点及不稳定指数

等和亲疏水性进行预测分析。

２．３　白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白跨膜区、信号肽预测

　利用在线工具 ＨＭＭＴＯＰｖｅｒｓｉｏｎ２．０（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／Ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＴＭＨＭＭ／）预测白纹伊

蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的跨膜结构域；利用ＳｉｇｎａｌＰ４．１

ｓｅｒｖｅｒ在线程序预测分析 ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的信号

肽。

２．４　白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白磷酸化位点以及保

守域结构分析　应用 ＮｅｔＰｈｏｓ３．１ｓｅｒｖｅｒ在线软件

（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＮｅｔＰｈｏｓ／）和

ＮＣＢＩＣｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ分别预测 ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋

白的磷酸化位点以及保守域结构。

２．５　白纹伊蚊 ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白结构分析　通过

ＳＯＰＭＡ 在线程序（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ

ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．

ｈｔｍｌ）对白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白二级及三级结构

进行分析预测，利用ＣＯＩＬＳ预测ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白卷

曲螺旋域；运用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ在线程序（ｈｔｔｐｓ：／／

ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ． ｅｘｐａｓｙ． ｏｒｇ／ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅ／ＹｅＰｋＸＳ／

ｍｏｄｅｌｓ／）对白纹伊蚊 ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白进行同源建

模，利用Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎｐｌｏｔｓ评价其建模效果。

２．６　白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白抗原表位分析　利

用在线程序ＩＥＤＢ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｅｄｂ．ｏｒｇ）分析白纹

伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的Ｂ细胞抗原表位。

２．７　白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白进化树的构建　利

用ＮＣＢＩ网站在线工具ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．

ｎｌｍ．ｎｉｈｇｏｖ）搜索白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２氨基酸序列

进行 比 对 分 析，根 据 多 重 序 列 比 对 结 果，使 用

ＭＥＧＡ５．０软件中的 ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ程序绘制白纹

伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２的分子进化树。

２．８　白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白互作关系预测　在

ＰＰＩ数据库ＳＴＲＩＮＧ（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ），以数据

库中白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２的ＰＰＩ互作网络关系作为

参考，选取交互作用评分＞０．７的互作关系构建蛋白

互作网络，进行ＰＰＩ网络预测。基于蛋白同源比对的

相似性选择数据库中的基因，最后根据注释基因组数

据库中的同源基因来构建ＰＰＩ网络，使用Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ

软件实现网络图的可视化。

结　果

１　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２基因的鉴定

通过对前期的注释结果进行分析，筛选出白纹伊

蚊犆犢犘４犎４２狏２基因序列。以白纹伊蚊ｃＤＮＡ为模
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板，Ｆ１和Ｒ１为引物，进行ＰＣＲ扩增，犆犢犘４犎４２狏２目

的基因片段１５０８ｂｐ的（图１），与预期结果一致。

Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　犆犢犘４犎４２狏２基因

图１　犜犮狆犕犐犉 基因的犘犆犚扩增

Ｍ　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ　１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ犆犢犘４犎４２狏２ｇｅｎｅ

犉犻犵．１　犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犆犢犘４犎４２狏２犵犲狀犲

２　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２蛋白的理化性质及亲疏水

性分析

分析结果显示白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２基因编码

５０２个氨基酸，相对分子质量约为５７．７５ｋｕ，分子式为

Ｃ２６２５Ｈ４１８９Ｎ６９７Ｏ７３３Ｓ１６，等电点为９．０２；氨基酸组成成

分分析，亮氨酸（Ｌｅｕ）占１１．４％、异亮氨酸（Ｉｌｅ）占

８．２％，缬 氨 酸 （Ｖａｌ）占 ８．０％，表 明 白 纹 伊 蚊

ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白主要由疏水性氨基酸组成。其余氨

基酸占比均＜８％。ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的不稳定系数

为２７．７９，可认为是稳定性蛋白。其总平均亲水性为

－０．１５６，为疏水性蛋白（图２）。

图２　犆犢犘４犎４２狏２蛋白亲水性分析

犉犻犵．２　犎狔犱狉狅狆犺犻犾犻犮犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

３　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２蛋白跨膜结构域、信号肽分

析

利用在线工具 ＨＭＭＴＯＰｖｅｒｓｉｏｎ２．０预测白纹

伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２存在跨膜结构域（图３），２～１９位氨

基酸处于跨膜结构区域，１位氨基酸在膜内侧，２０～

５０２位氨基酸均在膜外侧。利用ＳｉｇｎａｌＰ５．０ｓｅｒｖｅｒ

在线程序预测分析ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的信号肽，显示

该蛋白无信号肽（图４）。

图３　犆犢犘４犎４２狏２蛋白跨膜结构域预测

犉犻犵．３　犜狉犪狀狊犿犲犿犫狉犪狀犲犱狅犿犪犻狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀

狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

图４　犆犢犘４犎４２狏２蛋白信号肽分析

犉犻犵．４　犛犻犵狀犪犾狆犲狆狋犻犱犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

４　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２蛋白磷酸化位点及保守结

构域分析

利用ＮｅｔＰｈｏｓ３．１ｓｅｒｖｅｒ在线软件分析显示，当阈

值为０．５时，ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白有３９个潜在的磷酸化

位点，其中包括１４个丝氨酸位点（Ｓ）位点，分别位于第

１００、１０８、１１７、１１８、１７８、１８３、２０６、２１５、２９４、３１５、３６９、

４２６、４３１、４６８位氨基酸；８个酪氨酸（Ｙ）位点，位于第

１６８、１９８、２２４、２７２、３２７、３３５、３６１、４３６位氨基酸；１７个

苏氨酸（Ｔ）位点，位于９、８５、９７、１０４、１３０、１３２、１５１、

１８２、１８７、２６１、３０４、３１２、３１４、３５２、３８２、３９８、４８４位氨基

酸（图 ５）。经 ＮＣＢＩＣｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎｓ工具分析

ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白含有一个ＣＹＰ４结构域（图６）。其

保守结构域蛋白催化脂质代谢中脂肪酸末端碳的ω

羟基化，衍生物为二十烷类、前列腺素和白三烯，在化

学防御中起重要作用。

图５　犆犢犘４犎４２狏２蛋白磷酸化位点预测

犉犻犵．５　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狆犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲

狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

５　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２蛋白二级结构预测

运用ＳＯＰＭＡ对ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白进行二级结构
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预测，其中α螺旋（Ｈｈ）含量占４６．６１％，β折叠（Ｅｅ）占

１３．５５％，β转角（Ｔｔ）占５．１８％，无规则卷曲（Ｃｃ）占

３４．６６％（图７）。

图６　犆犢犘４犎４２狏２蛋白保守域分析

犉犻犵．６　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犆狅狀狊犲狉狏犲犱犇狅犿犪犻狀狊狅犳犆犢犘４犎４２狏２犘狉狅狋犲犻狀

图７　犆犢犘４犎４２狏２蛋白二级结构预测

犉犻犵．７　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狊犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

６　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２蛋白三级结构预测

利 用 ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ 以 ＳＭＴＬ ＩＤ ：

Ａ０Ａ６１８Ｔ８６１．１．Ａ为模板对ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２进行同源

建模，序列一致性为７３．１１％，覆盖度０．９８，模型

ＧＭＯＥ评分为０．９２（图８）。Ｒａｍａｃｈａｎｄｒａｎ评价显示，

在所建模型中９６．２０％的氨基酸位于较佳区域（图９）。

图８　犆犢犘４犎４２狏２蛋白三级结构预测

犉犻犵．８　犘狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳狋犺犲狋犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

７　白纹伊蚊细胞色素犘４５０犆犢犘４犎４２狏２酶蛋白抗原

表位

利用在线程序ＩＥＤＢ 分析白纹伊蚊细胞色素

Ｐ４５０ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白的Ｂ细胞抗原表位。Ｅｍｉｎｉ法

预测ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白氨基酸序列中表面可及性较高

的区域为：１９～２６、９５～１００、１２１～１２７、１９０～２０３、２３０

～２３７、２５１～２６０、２７１～２７６、２９７～３０２、３２５～３３８、４０７

～４１７、４２４～４３５、４７５～４８３位氨基酸（图１０Ａ）；采用

Ｋａｒｐｌｕｓ＆Ｓｃｈｕｌｚ法分析白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白

序列的可塑性，并未发现较强可塑性区域（图１０Ｂ）；运

用Ｋｏｌａｓｋａｒ＆ Ｔｏｎｇａｏｎｋａｒ法分析抗原性，结果表明

白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白序列的平均抗原指数为

１．０３０，抗原指数较高的区域为：４～１７、３７～４４、５８～

６４、７８～８５、８８～９５、９９～１０５、１１２～１１７、１３４～１４５、１６６

～１７４、１７６～１８２、２０５～２１７、２２３～２３０、２８０～２８７、３２０

～３３３、３６２～３８２、４３７～４４２、４５９～４７４、４８４～４８９位氨

基酸（图１０Ｃ）。采用Ｐａｒｋｅｒ法预测ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白

的亲水性，结果发现１９～２５、３２～３４、４９～５１、６５～６６、

８８～９５、８６～８８、９６～９９、１１８～１２３、１４５～１５２、１５９～

１６７、１７８～２０４、２１７～２２２、２３０～２３７、２４８～２７５、２８７～

３０３、３０９～３１７、３２６～３３９、３４３～３５２、３８３～３９１、３９３～

４００、４１６～４２１、４２５～４３５、４４３～４５１、４７３～４７８、４９０～

４９４位氨基酸为较强亲水性区域（图１０Ｄ）。结合二级

结构的分析结果，白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白共有１８

个优势Ｂ细胞抗原表位，其相应抗原表位的氨基酸序

列见（表１）。

图９　犕狅犾狆狉狅犫犻狋狔犚犪犿犪犮犺犪狀犱狉犪狀评价犆犢犘４犎４２狏２三级结构模型

犉犻犵．９　犈狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳犜犺狉犲犲犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾狊狋狉狌犮狋狌狉犲

狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀犿狅犱犲犾

８　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２蛋白系统进化分析

利用 ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ功能在线对ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２

蛋白序列进行比对，结果显示白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２

蛋白与埃及伊蚊（犃犲犱犲狊犪犲犵狔狆狋犻，Ａ０Ａ６Ｉ８Ｔ８６１）、致倦

库蚊（犆狌犾犲狓狇狌犻狀狇狌犲犳犪狊犮犻犪狋狌狊，Ｂ０ＷＫＲ０）同源性较高

分别为 ７３．１％、６４．９％。与中华按蚊 （犃狀狅狆犺犲犾犲狊

狊犻狀犲狀狊犻狊，Ａ０Ａ０８４ＶＲＳ２）同源性为６２．３％、冈比亚按蚊

（犃狀狅狆犺犲犾犲狊犵犪犿犫犻犪犲，Ｑ７ＰＹＢ６）同源性为６２．５％。与

斯氏按蚊（犃狀狅狆犺犲犾犲狊狊狋犲狆犺犲狀狊犻，Ａ０Ａ１８２ＹＪＸ２）同源

性６１．９％，与 同 为 双 翅 目 腐 生 性 昆 虫 黑 水 虻

·７４５·
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（犎犲狉犿犲狋犻犪犻犾犾狌犮犲狀狊，Ａ０Ａ７Ｒ８Ｚ０Ｘ６）同源性为４２．５％。

系统进化树结果显示，白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２基因与

同为伊蚊属的埃及伊蚊亲缘关系较近（图１１）。

表１　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２蛋白犅细胞抗原表位的氨基酸序列

犜犪犫犾犲１　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犅犮犲犾犾犪狀狋犻犵犲狀犲狆犻狋狅狆犲

狅犳犃．犪犾犫狅狆犻犮狋狌狊犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

起始位点

Ｓｔａｒｔｓｉｔｅ

终止位点

Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ

多肽序列

Ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅ

多肽长度

Ｌｅｎｇｔｈｏｆ

ｐｅｐｔｉｄｅ（ＡＡ）

４ １７ ＬＩＶＩＶＴＶＬＡＹＶＬＧＮ １４

３３ ４４ ＰＬＰＬＩＧＮＬ ８

５８ ６４ ＧＩＨＬＩＫＫ ７

７８ ８５ ＮＩＬＩＬＧＤＴ ８

８８ ９５ ＶＥＫＶＬＬＡＫ ８

９９ １０５ ＫＳＬＬＹＴＦ ７

１１２ １１７ ＴＧＬＬＬＳ ６

１３４ １４５ ＨＦＫＩＬＥＱＦＶＴＶＦ １２

１６６ １７４ ＤＶＹＳＹＶＴＬＭ ９

１７６ １８２ ＬＤＳＶＣＥＴ ７

２０５ ２１７ ＭＳＶＬＦＬＬＲＶＶＳＰＬ １３

２２３ ２３０ ＩＹＴＶＶＨＰＮ ８

２８０ ２８７ ＬＤＬＬＬＮＶＴ ８

３２０ ３３３ ＴＬＷＨＬＡＫＹＱＤＶＱＱＫ １４

３６２ ３８２ ＬＤＭＶＶＫＥＳＬＲＬＩＰＰＶＰＩＩＧＲＴ ２１

４３７ ４４２ ＤＦＩＰＦＳ ６

４５９ ４７４ ＫＶＴＩＩＫＬＩＡＳＦＫＶＬＰＧ １６

４８４ ４８９ ＴＤＬＶＩＲ ６

　　Ａ　表面可及性预测　Ｂ　可塑性预测　Ｃ　抗原性预测　Ｄ　亲

水性预测

图１０　犆犢犘４犎４２狏２蛋白抗原表位预测

Ａ　Ｓｕｒｆａｃｅａｃｃｅｓｓｉｂｉｌｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｂ　Ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｃ　

Ａｎｔｉｇｅｎｉｃｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　Ｄ　Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

犉犻犵．１０　犜犺犲犲狆犻狋狅狆犲狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

图１１　犆犢犘４犎４２狏２蛋白系统进化树

犉犻犵．１１　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犆犢犘４犎４２狏２狆狉狅狋犲犻狀

９　蛋白质相互作用关系预测

本研究共鉴定了４３个互作关系，包含１１个基因

（图１２）；其中４个基因处在互作关系的中心位置，为

关键基因。互作蛋白包括：含ａｍｐ结合结构域的蛋白

质、３ｂｅｔａ结构域蛋白、差向异构酶结构域蛋白、酰基

载体蛋白、铁氧化还原蛋白、ＡＢＣ转运蛋白等。互作

蛋白 ＧＯ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ／）功能分析发现

ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白主要参与了药物代谢、醚裂解反应、

催化多种化合物氧化和还原反应等过程。

　　注：ＰＰＩ互作网络节点数为１１，互作关系数为４３，节点平均值为７．

８２，预期互作关系数为２４，局部聚类系数为０．８１５，ＰＰＩ互作网络Ｐ值为

３．７６×１０
４。

图１２　白纹伊蚊犆犢犘４犎４２狏２蛋白预测互作网络

Ｎｏｔｅ：Ｉｎｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ，ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆｎｏｄｅｓｉｓ１１，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅｄｇｅｓｉｓ４３，ｔｈｅｍｅａｎｎｏｄｅｄｅｇｒｅｅｉｓ７．８２，

ｔｈｅｅｘｐｅｃｔｅｄｎｕｍｂｅｒｏｆｅｄｇｅｓｉｓ２４，ｔｈｅｌｏｃａｌｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｉｓ０．

８１５，ａｎｄｔｈｅＰＰＩｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔＰｖａｌｕｅｉｓ３．７６×１０
－４
．

犉犻犵．１２　犘狉犲犱犻犮狋犲犱狆狉狅狋犲犻狀狆狉狅狋犲犻狀犻狀狋犲狉犪犮狋犻狅狀狀犲狋狑狅狉犽

狅犳狋犺犲犆犢犘４犎４２狏２

讨　论

细胞色素Ｐ４５０家族中ＣＹＰ４是一种具有生物活

性相关的代谢解毒酶，当蚊虫种群暴露于外源物时可

以通过诱导ＣＹＰ４的分泌来增加其对外源物的耐受

性，表明蚊虫ＣＹＰ４家族在杀虫剂抗性中发挥重要作

用［１１１２］。

犆犢犘４犎４２狏２基因全长１６６４ｂｐ，开放阅读框为

１５０８ｂｐ，编码５０２个氨基酸；无信号肽，存在跨膜结

构域。白纹伊蚊 ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２ 蛋白主要由亮氨酸

（Ｌｅｕ）、异亮氨酸（Ｉｌｅ）、缬氨酸（Ｖａｌ）疏水性氨基酸组

成，疏水性氨基酸在维持其蛋白质的三级结构方面发

挥重要作用。白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白具有潜在的

磷酸化位点和保守域结构，推测其可能通过磷酸化修

饰影响细胞间和细胞内的信号传导，催化内源和外源

·８４５·
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性化合物的各种氧化反应，参与蚊虫的解毒代谢、氧化

应激反应等。二级结构结果显示，ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白

的α螺旋和β折叠占比例最高，在结构中能发挥稳定

蛋白 质 和 不 易 变 形 的 特 点［１３］。本 研 究 在 分 析

ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２Ｂ细胞抗原表位时，结合抗原性、可塑性

及亲水性等多种方法综合分析，推测该蛋白具有１８个

较优的抗原表位。系统进化分析显示白纹伊蚊

ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白与同为伊蚊属的埃及伊蚊同源性最

高。ＰＰＩ预测的互作关系显示，白纹伊蚊ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２

蛋 白 主 要 参 与 ＡＭＰＫ （ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｋｉｎａｓｅ）、铁死亡等信号通路。其中 ＡＭＰＫ信号通路

是一种细胞内的信号通路，参与细胞代谢和生长的调

节，与细胞的能量代谢密切相关，可为后续开展

ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２互作网络研究提供数据基础。

细胞色素Ｐ４５０家族４（ＣＹＰ４）是一种具有生物活

性相关的代谢酶，如在杀虫剂抗性中的作用，当昆虫种

群暴露于外源物时可以通过诱导ＣＹＰ４的分泌增加其

对外源物的耐受性［１４］。Ｋｏｍａｇａｔａ等
［１５］研究发现拟

除虫菊酯抗性致倦库蚊体内存在多个Ｐ４５０ｓ抗性基

因，与原始群相比，其中犆犢犘４犎３４和犆犢犘９犕１０表

达量显著提高，表明犆犢犘４犎３４、犆犢犘９犕１０参与了致

倦库蚊在杀虫剂下的解毒作用。Ｙａｈｏｕｅｄｏ等
［１６］通过

ｑＰＣＲ对冈比亚按蚊转录水平进行分析，结果显示

犆犢犘６犕２和犆犢犘４犌１６在拟除虫菊酯类杀虫剂暴露

后表达水平上调，同时后者可以调节表皮羟类物质的

含量来改变表皮结构以延缓杀虫剂的吸收。汤红

日［１７］研究发现冈田绕眼果蝇重组蛋白ＣＹＰ４Ｄ４６可以

缓解高效氯氰菊酯对黑腹果蝇胚胎细胞的毒杀作用，

在持续保持高效氯氰菊酯胁迫状态下，若冈田绕眼果

蝇犆犢犘４犇４６基因被沉默，冈田绕眼果蝇对高效氯氰

菊酯敏感度升高、死亡率增加，进一步表明犆犢犘４犇４６

基因表达参与了冈田绕眼果蝇对高效氯氰菊酯的代谢

解毒作用。

蚊虫的危害是我们目前面临的严峻问题，关于蚊

虫数量的控制主要还是依赖化学杀虫剂，目前研究表

明蚊虫产生抗药性的形势十分严峻，其中以细胞色素

Ｐ４５０ｓ酶介导的抗药性尤为重要
［１８２０］。关于 ＣＹＰ５０

在杀虫剂抗药性中的确切分子和生理作用还没有完全

阐述，以及在抗药中的实际作用和以ＣＹＰ标记物为靶

点的分子诊断的真正价值等实际问题还没有得到解

决［２１２２］。生物信息学分析显示，ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２为稳定

性疏水性蛋白，含有磷酸化位点和 ＣＹＰ４结构域。

ＣＹＰ４Ｈ４２ｖ２蛋白主要参与ＡＭＰＫ、铁死亡信号通路，

介导细胞能量代谢、脂质氧化应激和生长调节等作用。

为后续实验中进一步探索蚊虫代谢解毒作用中新的分

子靶标、关键上游调控基因、转录因子等奠定基础，同

时为ＣＹＰ４介导蚊虫抗药性机制的研究提供相关的理

论基础。
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响［１４］。本次研究显示，乳酸杆菌、双歧杆菌、拟杆菌丰

度与ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１７呈负相关，大肠埃希菌、肠球

菌丰度与ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１７呈正相关。原发性肾小

球疾病患者的肾小球滤过率较健康人群降低，多种有

害代谢产物无法通过肾脏进行排泄，加剧了肠道菌群

紊乱，而肠道菌群异常改变可激活机体炎症反应，对肾

脏功能造成进一步的伤害。相关报道显示，肠道内有

益菌群的降低是导致血清炎症指标上升的原因之一，

通过补充益生菌，保持患者肠道微生态平衡，对延缓原

发性肾小球疾病发展具有重要意义［１５］。

综上所述，原发性肾小球疾病患者主要为膜性肾

病，肠道菌群与炎症因子水平较健康人群均发生变化，

乳酸杆菌、双歧杆菌、拟杆菌丰度降低，大肠埃希菌、肠

球菌丰度上升，血清 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１７显著升高。

肠道菌群与炎症因子水平具有一定相关性，乳酸杆菌、

双歧杆菌、拟杆菌丰度与 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１７呈负相

关，大肠埃希菌、肠球菌丰度与ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１７呈

正相关。通过调节患者菌群结构，保持患者肠道微生

态平衡，可以在一定程度上调节具体炎症反应，延缓病

情发展。

【参考文献】

［１］　ＪａｇｅｒＫＪ，ＫｏｖｅｓｄｙＣ，Ｌａｎｇｈａｍ Ｒ，ｅｔａｌ．Ａｓｉｎｇｌｅｎｕｍｂｅｒｆｏｒ

ａｄｖｏｃａｃｙａｎｄｃｏｍｍｕｎｉｃａｔｉｏｎｗｏｒｌｄｗｉｄｅｍｏｒｅｔｈａｎ８５０ｍｉｌｌｉｏｎ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｈａｖｅｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＫｉｄｎｅｙＩｎｔ，２０１９，９６（５）：

１０４８１０５０．

［２］　ＣａｎｎｅｙＭ，ＩｎｄｕｒｕｗａｇｅＤ，ＳａｈｏｔａＡ，ｅｔａｌ．Ｓｏｃｉｏｅｃｏｎｏｍｉｃｐｏｓｉｔｉｏｎ

ａｎｄｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＪＡｍＳｏｃＮｅｐｈｒｏｌ，

２０２０，１５（３）：３６７３７４．

［３］　ＫｉｒｙｌｕｋＫ，ＬｉＹ，ＳａｎｎａＣｈｅｒｃｈｉＳ，ｅｔａｌ．Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎ

ｇｅｎｅｔｉｃｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏＩｇＡＮｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ：ＧＷＡＳｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

ｓｔｕｄｙａｎｄｇｅｏｓｐａｔｉａｌｒｉｓｋａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＧｅｎｅｔ，２０２２，８６（６）：

１００２７６５１００２７９２．

［４］　ＭａｒｉａｎｉＬＨ，ＢｏｍｂａｃｋＡＳ，ＣａｎｅｔｔａＰＡ，ｅｔａｌ．ＣｕｒｅＧＮｓｔｕｄｙ

ｒａｔｉｏｎａｌｅ，ｄｅｓｉｇｎ，ａｎｄｍｅｔｈｏｄｓ：ｅｓｔａｂｌｉｓｈｉｎｇａｌａｒｇｅｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ

ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＡｍＪＫｉｄｎｅｙＤｉｓ，

２０１９，７３（２）：２１８２２９．

［５］　ＬｉＮ，Ｗａｎｇ Ｙ，ＷｅｉＰ，ｅｔａｌ．Ｃａｕｓａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｇｕｔ

ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｏｎｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅｓａｎｄｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎａｔｗｏ

ｓａｍｐｌｅｍｅｎｄｅｌｉａｎｒａｎｄｏｍｉｚａｔｉｏｎｓｔｕｄｙ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，２０２３，１５

（２）：３６０．

［６］　ＫａｌａｖｒｉｚｉｏｔｉＤ，ＧｅｒｏｌｙｍｏｓＭ，ＲｏｄｉＭ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｌｐｅｒ（Ｔｈ）

ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｕｒｉｎｅ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍａｒｙ

ｇｌｏｍｅｒｕｌｏｎｅｐｈｒｉｔｉｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｄｒｕｇｓ：Ｃａｎ

ｔｈｅｙｐｒｅｄｉｃｔｏｕｔｃｏｍｅ？［Ｊ］．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，２０２０，７６（２）：２６０２６９．

［７］　王芳，丁洁．原发性ＩｇＡ肾病诊治循证指南（２０１６）解读［Ｊ］．中华

儿科杂志，２０１７，５５（９）：６５２６５３．

［８］　邹万忠．肾活检病理学［Ｍ］．北京：北京大学出版社，２０１８：１４４９．

［９］　ＯｈｋｕｓａＴ，ＯｚａｋｉＹ，Ｓａｔｏｃ，ｅｔａｌ．Ｌｏｎｇｔｅｒｍｉｎｇｅｓｔｉｏｎｏｆｌａｃｔｏ

ｓｕｃｒｏｓｅｉｎｃｒｅａｓｅｓ犅犻犳犻犱狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狊狆．ｉｎｈｕｍａｎｆｅｃａｌｆｌｏｒａ［Ｊ］．

Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，１９９５，５６（５）：４１５４２０．

［１０］　ＲｏｖｉｎＢＨ，ＡｄｌｅｒＳＧ，ＢａｒｒａｔｔＪ，ｅｔａｌ．Ｅｘｅｃｕｔｉｖｅｓｕｍｍａｒｙｏｆｔｈｅ

ＫＤＩＧＯ ２０２１ ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｆｏｒｔｈｅ ｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｇｌｏｍｅｒｕｌａｒ

ｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＫｉｄｎｅｙＩｎｔ，２０２１，１００（４）：７５３７５９．

［１１］　卢凡，白亚玲，袁颖颖，等．原发性肾小球疾病患者肠道菌群特征

［Ｊ］．肾脏病与透析肾移植杂志，２０２３，３２（６）：５２８５３３．

［１２］　ＨａｙｅｅａｗａｅｍａＦ，ＭｕａｎｇｎｉｌＰ，ＪｉａｎｇｓａｋｕｌＪ，ｅｔａｌ．Ａｎｏｖｅｌｍｏｄｅｌ

ｏｆ ａｄｅｎｉｎｅｉｎｄｕｃｅｄ ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓｅａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｍｉｃｅ：Ｔｈｅｇｕｔｋｉｄｎｅｙａｘｉｓ［Ｊ］．

ＳａｕｄｉＪＢｉｏｌＳｃｉ，２０２３，３０（６）：１０３６６０．

［１３］　ＣｏｂｉａｎｃｈｉＬ，ＦｏｒｎｏｎｉＡ，ＰｉｌｅｇｇｉＡ，ｅｔａｌ．ＲｉｂｏｆｌａｖｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓＩＬ６

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐ３８ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｉｓｌｅｔｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｅｌｌＴｒａｎｓｐｌａｎｔ，

２０１８，１８（６）：５５９５６６．

［１４］　吴晶，张君林，汤琼，等．肠道菌群失调与原发性肾小球疾病患者

炎症反应及体液免疫的相关性［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２０２２，

１７（０２）：２２０２２３．

［１５］　 ＦｅｒｎａｎｄｅｚＰｒａｄｏ Ｒ，Ｅｓｔｅｒａｓ Ｒ，ＰｅｒｅｚＧｏｍｅｚ ＭＶ，ｅｔａｌ．

Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓｔｕｒｎｅｄｉｎｔｏｔｏｘｉｎｓ：ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｎｕｔｒｉｅｎｔ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｉｎｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｅｎｔｓ，２０２０，９（５）：

４８９４９５．

【收稿日期】　２０２４１２１６　【修回日期】　２０２４０３０３

檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼檼

（上接５４９页）

［１６］　ＹａｈｏｕｅｄｏＧＡ，ＣｈａｎｄｒｅＦ，ＲｏｓｓｉｇｎｏｌＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｏｆ

ｃｕｔｉｃｌｅｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙａｎｄｅｎｚｙｍｅｄｅｔｏｘｉｆｉｃａｔｉｏｎｔｏ ｐｙｒｅｔｈｒｏｉｄ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｔｈｅｍａｊｏｒｍａｌａｒｉａｖｅｃｔｏｒ犃狀狅狆犺犲犾犲狊犵犪犿犫犻犪犲［Ｊ］．

ＳｃｉＲｅｐ，２０１７，７：１１０９１．

［１７］　汤红日．高效氯氰菊酯胁迫下冈田绕眼果蝇ＣＹＰ４５０基因筛选

及功能分析［Ｄ］．遵义医科大学，２０２３．

［１８］　王洋，宋晓，程鹏．细胞色素Ｐ４５０介导的蚊虫抗药性研究进展

［Ｊ］．中国媒介生物学及控制杂志，２０１９，３０（５）：５８９５９２．

［１９］　彭荟，刘宏美．细胞色素Ｐ４５０介导蚊虫代谢抗性及防治应用的

相关研究进展［Ｊ］．中国热带医学，２０２２，２２（１）：７９８３．

［２０］　陈丽，姜进勇，澜沧江湄公河流域埃及伊蚊电压门控钠离子通道

击倒抗性基因研究进展［Ｊ］．中国病原生物学杂志，２０２３，１８（３）：

３５４３５７，３６３．

［２１］　刘艳，李梅，邱星辉．家蝇对氯菊酯抗性的分子机制研究［Ｊ］．寄

生虫与医学昆虫学报，２０２０，２７（２）：１０６１１１．

［２２］　ＨａｎｃｏｃｋＰＡ，ＬｙｎｄＡ，ＷｉｅｂｅＡ，ｅｔａｌ．Ｍｏｄｅｌｌｉｎｇｅｘｔｅｍｐｏｒｉｚａｔｉｏｎ

ｔｒｅｎｄｓｉｎｔｈｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｇｅｎｅｔｉｃｍｕｔａｔｉｏｎｓｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ

ｔａｒｇｅｔｓｉｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎＡｆｒｉｃａｎｍｏｓｑｕｉｔｏｍａｌａｒｉａｖｅｃｔｏｒｓｐｅｃｉｅｓ

［Ｊ］．ＢＭＣＢｉｏｌ，２０２２，２０（１）：４６．

【收稿日期】　２０２３１１２７　【修回日期】　２０２４０２１０

·４５５·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２４年５月　第１９卷第５期

Ｍａｙ２０２４，　Ｖｏｌ．１９，Ｎｏ．５


	2024-05内文

