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细粒棘球绦虫腺苷酸活化蛋白激酶ＡＭＰＫβ基因克隆

及生物信息学分析

颜明智１，２，库尔班尼沙·阿马洪１，２，周婧１，２，吕国栋１，２

（１．新疆医科大学第一附属医院，临床医学研究院，省部共建中亚高发病成因与防治国家重点实验室，新疆乌鲁木齐８３００５４；

２．新疆医科大学药学院）

【摘要】　目的　克隆细粒棘球绦虫腺苷酸活化蛋白激酶β（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅβｏｆ犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊

ｓｅｎｓｕｓｔｒｉｃｔｏ，ＥｇＡＭＰＫβ）基因全长序列，并进行生物信息学分析。　方法　提取细粒棘球绦虫原头蚴总 ＲＮＡ，利用

ＰＣＲ技术克隆ＥｇＡＭＰＫβ基因全长序列，并采用生物信息学技术对该基因编码蛋白的理化性质、磷酸化位点、抗原表

位、结构域、二级结构、三级结构、多序列分析和亲缘性比较等进行生物信息学分析。　结果　ＥｇＡＭＰＫβ的ｃＤＮＡ全长

９８１ｂｐ，编码３２６个氨基酸，相对分子质量为３５．２３５８５×１０
３，属于亲水性蛋白，无信号肽序列和跨膜区，具有２２个丝氨

酸磷酸化位点，１５个苏氨酸磷酸化位点，含有５个酪氨酸磷酸化位点；４个Ｂ细胞抗原表位，具有碳水化合物结合模块

（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｂｉｎｄｉｎｇｍｏｄｕｌｅ，ＣＢＭ）和αγ亚单位相互作用域（αγｓｕｂｕｎｉｔｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ，αγＳＩＤ）。ＥｇＡＭＰＫβ基

因与多房棘球绦虫和人ＡＭＰＫβ基因序列相似性分别为９８．４７％和３９．５７％，与多房棘球绦虫、微口膜壳绦虫同属于绦

虫纲，与人、猩猩和小鼠等哺乳纲动物的进化关系较远。　结论　成功克隆了ＥｇＡＭＰＫβ基因，生物信息学分析其编码

蛋白具有保守的功能结构域，对细粒棘球绦虫的能量代谢具有调控作用，为进一步了解细粒棘球绦虫能量代谢机制及其

新型抗包虫病药物靶点开发提供了研究基础。
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ｓｉｇｎａｌｐｅｐｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｒｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｒｅｇｉｏｎｓ．Ｉｔｈａｓ２２ｓｅｒｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ，１５ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅｓ，５ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ，ａｎｄ４Ｂｃｅｌｌｅｐｉｔｏｐｅｓ．ＥｇＡＭＰＫβｈａｓａｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｂｉｎｄｉｎｇｍｏｄｕｌｅ（ＣＢＭ）ａｎｄ

ａｎαａｎｄγｓｕｂｕｎｉｔｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｄｏｍａｉｎ（αγＳＩＤ）．ＥｇＡＭＰＫβｉｓ９８．４７％ｓｉｍｉｌａｒｔｏ犈．犿狌犾狋犻犾狅犮狌犾犪狉犻狊ａｎｄ３９．５７％ｓｉｍｉｌａｒ
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【基金项目】　国家自然科学基金项目（Ｎｏ．８１７６０３６９，８２０６０３７３，８２０６０３７１）；省部共建中亚高发病成因与防治国家重点实验室开放课题

（Ｎｏ．ＳＫＬＨＩＤＣＡ２０２１ＹＧ１，ＳＫＬＨＩＤＣＡ２０２０ＢＣ３，ＳＫＬＨＩＤＣＡ２０１９２８）；新疆维吾尔自治区创新环境建设专项项目（天山雪松计划

２０１９ＸＳ１３）。

【通讯作者】　吕国栋，Ｅｍａｉｌ：ｌｇｄ＿ｘｊ＠ｑｑ．ｃｏｍ

【作者简介】　颜明智（１９９７），男，甘肃张掖人，在读硕士研究生。研究方向：包虫病新药研发。Ｅｍａｉｌ：４５１４１７１３７＠ｑｑ．ｃｏｍ



ｔｈａｔｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆ犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊ｓｓ．Ｔｈｅｓｅｆｉｎｄｉｎｇｓｐｒｏｖｉｄｅａｂａｓｉｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｕｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇｏｆｔｈｅ

ｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｅｎｅｒｇｙｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｉｎ犈．犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊ｓｅｎｓｕｌａｔｏａｎｄｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｎｅｗａｎｔｉｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓｄｒｕｇｔａｒｇｅｔｓ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狊犲狀狊狌狊狋狉犻犮狋狅；ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅβ；ｇｅｎｅｃｌｏｎｉｎｇ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ

　　囊型包虫病（ｃｙｓｔｉｃｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ，ＣＥ）是一种由细

粒棘球绦虫（犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狊犲狀狊狌犾犪狋狅，Ｅｇｓｌ）的

幼虫寄生所引起的人畜共患寄生虫病［１］。全球每年用

于治疗ＣＥ的费用超过３０亿美元，且危害严重
［２］，然而

关于Ｅｇｓｌ的致病机制尚且不清楚。目前，根治ＣＥ的主

要手段是手术治疗，但是手术治疗存在二次感染的风

险，且需要长期服用抗ＣＥ药物辅以治疗
［３］。阿苯达唑

和甲苯达唑是世界卫生组织推荐用于治疗ＣＥ的药物，

但该类药物存在毒副作用，病人长期服用易产生耐药性

等［４］。因此，亟需筛选新型抗ＣＥ药物靶点和药物分子。

腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ

ｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）是一种丝氨酸／苏氨酸激酶，负责调控细胞

的能量代谢平衡，由一个催化亚基（ＡＭＰＫα）、一个支架

亚基（ＡＭＰＫβ）和一个参与核苷酸结合的调节亚基

（ＡＭＰＫγ）组成
［５］。当细胞发生代谢压力时，ＡＭＰＫ被

激活，通过分解代谢途径（如葡萄糖摄取）产生ＡＴＰ并

抑制非必需的合成代谢途径（包括脂质、蛋白质和碳水

化合物的生物合成）来恢复能量平衡。ＡＭＰＫ已经在

病毒［６］、细菌［７］和寄生虫［８］等感染性疾病中被证明是一

种重要的药物靶点。Ｌｏｏｓ等
［９］研究发现，ＥｇＡＭＰＫ在

Ｅｇｓｌ的生长发育过程中高表达，激活ＥｇＡＭＰＫ是二甲

双胍等药物发挥抗Ｅｇｓｌ活性的机制之一。

ＡＭＰＫα和ＡＭＰＫγ被认为是ＡＭＰＫ发挥生物活

性过程中的重要亚基，ＡＭＰＫβ常被当作是一种连接

ＡＭＰＫα和 ＡＭＰＫγ的支架，然而对于 Ｅｇｓｌ来 说，

ＥｇＡＭＰＫβ亚基在ＥｇＡＭＰＫ功能调控中的作用研究较

少，目前尚不清楚ＥｇＡＭＰＫβ能否作为治疗ＣＥ的药物

开发靶点。本研究拟从犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犵狉犪狀狌犾狅狊狌狊狊犲狀狊狌

狊狋狉犻犮狋狅（Ｅｇｓｓ）克隆ＥｇＡＭＰＫβ基因，并采用生物信息学技

术分析ＥｇＡＭＰＫβ基因特性及蛋白的氨基酸序列结构，

通过多重序列比对建立系统发育树，为了解Ｅｇｓｌ能量代

谢机制及其新型抗棘球绦虫药物靶点开发奠定基础。

材料与方法

１　材料

１．１　Ｅｇｓｓ原头蚴　Ｅｇｓｓ自然感染的绵羊肝脏购于

新疆乌鲁木齐市某屠宰场，在无菌条件下从肝脏囊泡

中获取原头蚴。

１．２　主要试剂　胃蛋白酶和ＤＥＰＣ水购自美国Ｓｉｇ

ｍａ公司；ＲＮＡ提取试剂盒，ｃＤＮＡ合成试剂盒，ＤＮＡ

提取试剂盒，质粒提取试剂盒，ｐＭＤ
ＴＭ
１８Ｔ 载体，

ＤＨ５ａ感受态细胞，ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｋｅｒ，以及限制性

内切酶ＥｃｏＲＩ和 ＨｉｎｄⅢ均购自日本Ｔａｋａｒａ公司；

ＰＣＲ反应试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公

司；Ｔｒｉｚｏｌ，琼脂糖和 ＭＭＬＶ反转录试剂盒购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

２　方法

２．１　原头蚴总ＲＮＡ的提取及其逆转录　在低温环

境下，利用Ｔｒｉｚｏｌ法提取Ｅｇｓｓ原头蚴的总ＲＮＡ，按试

剂盒说明书方法将总ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ，８０℃保

存待用。

２．２　ＥｇＡＭＰＫβ基因克隆　以ＧｅｎｅＤＢ数据库提供

的ＥｇＡＭＰＫβ基因序列 （ＧｅｎｅＩＤ：）为模板，使用

ＤＭＡＭＡＮ６．０软件设计特异性引物。上游引物

ＥｇＡＭＰＫβＦ： ５′ＡＴＧＧＧＣＡＡＴＡＣＴＣＣＡＧＧＴＡＣ

３′；下游引物ＥｇＡＭＰＫβＲ：５′ＣＴＡＴＡＴＣＧＧＣＴＴＧ

ＴＡＧＡＧＡＡＣ３′。引物由生工生物工程（上海）股份

有限公司合成。ＰＣＲ反应体系（２０μｌ）：２× ＥｓＴａｑ

ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｄｙｅ）１０μｌ，ｃＤＮＡ２μｌ，上、下游引物各

１．５μｌ，ＤＥＰＣ水５μｌ。反应条件：９４℃预热２ｍｉｎ；９４

℃变性３０ｓ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０

个循环。取ＰＣＲ产物经１．２％琼脂糖凝胶电泳鉴定。

胶回收与目的基因预期大小的ＰＣＲ产物，纯化后与原

核表达载体ｐＭＤ１８Ｔ连接，连接产物转入ＤＨ５ａ感

受态细胞。筛选阳性克隆，获得的重组质粒交由生工

生物工程（上海）股份有限公司测序。

２．３　ＥｇＡＭＰＫβ生物信息学分析　从 ＮＣＢＩ网站中

获取多个物种的 ＡＭＰＫβ基因序列；使用 网站中的

ＰｒｏｔＰａｒａｍｔｏｏｌ和ＰｒｏｔＳｃａｌｅ对 Ｅｇｓｓ和其他物种的

ＡＭＰＫβ的理化性质进行预测分析
［１０］；使用ＳｉｇｎａｌＰ

５．０在线服务器分析ＥｇＡＭＰＫβ信号肽
［１１］；使用ＴＭ

ＨＭＭ在线服务器分析ＥｇＡＭＰＫβ的跨膜区域
［１２］；使

用ＮｅｔＰｈｏｓ３．１在线服务器分析ＥｇＡＭＰＫβ翻译后

修饰位点［１３１４］；使用ＣＤＤ数据库分析ＥｇＡＭＰＫβ的

结构域［１５］；通过ＳＯＰＭＡ在线服务器分析ＥｇＡＭＰＫβ
二级结构；使用ＤＮＡＳｔａｒ软件对ＥｇＡＭＰＫβ柔性区、

表面可及区和抗原指数进行分析［１６］；使用ＩＥＤＢ在线

服务器分析 ＥｇＡＭＰＫβ的 Ｂ 细胞抗原表位；使用

ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ在线服务器对ＥｇＡＭＰＫβ进行同源

建模，并通过 ＶＭＤ 软件对模型进行可视化；使用

ＤＮＡＭＡＮ６．０软件对Ｅｇｓｓ和其他物种的 ＡＭＰＫβ

序列进行多序列比对分析；使用 ＭＥＧＡＸ软件（Ｖｅｒ

ｓｉｏｎ１０．０．５）对Ｅｇｓｓ和其他物种的ＡＭＰＫβ序列构建

系统发育树。
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结　果

１　犈犵犃犕犘犓β基因的克隆

以ＥｇＡＭＰＫβ的ｃＤＮＡ为克隆模板，ＰＣＲ扩增获

得的目的片段大小为９８１ｂｐ，与理论值相符；对ＰＣＲ

产物 测 序，结 果 测 序 基 因 与 ＮＣＢＩ 中 已 知 的

ＥｇＡＭＰＫβ基因序列完全相符，基因克隆正确（图１）。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物（ＤＬ２０００）　１　阴性对照　２　ＥｇＡＭＰＫβ基因

ＰＣＲ产物

图１　犈犵犃犕犘犓β基因犘犆犚扩增产物电泳图

Ｍ　Ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）　１　Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ　２　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｏｆＥｇＡＭＰＫβｇｅｎｅ

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狋犻犮犻犿犪犵犲狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狆狉狅犱狌犮狋

狅犳犈犵犃犕犘犓β犵犲狀犲

２　犈犵犃犕犘犓β的理化性质

ＥｇＡＭＰＫβ的ｃＤＮＡ全长９８１ｂｐ，编码３２６个氨

基酸，化学式为Ｃ１５５８Ｈ２４６０Ｎ４２０Ｏ４８８Ｓ１１，相对分子质量

为３５．２３５８５×１０
３，等电点为５．８８，不稳定指数是４９．

０７，为不稳定蛋白。脂肪族氨基酸指数为７８．２８，亲水

性值范围为２．５７８～２．３３３，亲水性的总平均值（ＧＲＡ

ＶＹ）为０．３５７，为亲水性蛋白。

３　犈犵犃犕犘犓β的信号肽和跨膜区域

ＥｇＡＭＰＫβ的信号肽（Ｓｅｃ／ＳＰＩ）是０．００１４，没有

信号肽裂解位点。ＥｇＡＭＰＫβ没有跨膜区域。

４　犈犵犃犕犘犓β的磷酸化位点

ＥｇＡＭＰＫβ有２２个丝氨酸磷酸化位点，１５个苏

氨酸磷酸化位点，５个酪氨酸磷酸化位点（图２）。

　　注：红色竖线代表丝氨酸磷酸化位点；绿色竖线代表苏氨酸磷酸化

位点；蓝色竖线代表酪氨酸磷酸化位点。

图２　犈犵犃犕犘犓β磷酸化位点

Ｎｏｔｅｓ：Ｒｅｄｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｒｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ；

ｇｒｅｅｎｖｅｒｔｉｃａｌｌｉｎｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ；ｂｌｕｅｖｅｒｔｉ

ｃａｌｌｉｎｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓ．

犉犻犵．２　犈犵犃犕犘犓β狆犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀狊犻狋犲

５　犈犵犃犕犘犓β的抗原表位

ＥｇＡＭＰＫβ主要抗原区域在３２１、２３３４、４３４５、

５５５７、６３７９、８２１０８、１１０１１８、１２１１３２、１３５１３８、１４２

１４５、１６０１７８、２００２０９、２３９２４８、２５２２６４、２７３２７６、２８０

２８８、３１３３１８位氨基酸（图３）。ＥｇＡＭＰＫβ含有４个Ｂ

细胞抗原表位（表１）。

表１　犈犵犃犕犘犓β犅细胞抗原表位

犜犪犫犾犲１　犈犵犃犕犘犓β犅犮犲犾犾犲狆犻狋狅狆犲狊

序号

Ｎｏ．

起始位点

Ｓｔａｒｔ

结束位点

Ｅｎｄ

长度

Ｌｅｎｇｔｈ

１ ５ １０２ ９８

２ １２７ １３２ ６

３ １６３ １７３ １１

４ １８６ ２８７ １０２

　　注：ＫａｒｐｌｕｓＳｃｈｕｌｚ法预测ＥｇＡＭＰＫβ的柔性区；ＪａｍｅｓｏｎＷｏｌｆ指

数法预测ＥｇＡＭＰＫβ的抗原指数；Ｅｍｉｎｉ法预测ＥｇＡＭＰＫβ的表面可及

性区。

图３　犈犵犃犕犘犓β柔韧性、抗原性指数和表面可及性分析

Ｎｏｔｅｓ：ＫａｒｐｌｕｓＳｃｈｕｌｚｍｅｔｈｏｄｉｓｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅｆｌｅｘｉｂｌｅｒｅｇｉｏｎ

ｏｆＥｇＡＭＰＫβ．ＴｈｅＪａｍｅｓｏｎＷｏｌｆｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅａｎｔｉ

ｇｅｎｉｃｉｎｄｅｘｏｆＥｇＡＭＰＫβ．ＴｈｅＥｍｉｎｉｍｅｔｈｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅ

ｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙｐｌｏｔｏｆＥｇＡＭＰＫβ．

犉犻犵．３　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犳犾犲狓犻犫犾犲狉犲犵犻狅狀，犪狀狋犻犵犲狀犻犮犻狀犱犲狓，犪狀犱狌狉犳犪犮犲

狆狉狅犫犪犫犻犾犻狋狔狆犾狅狋狅犳犈犵犃犕犘犓β

６　犈犵犃犕犘犓β结构域

ＥｇＡＭＰＫβ中存在碳水化合物结合模块（Ｃａｒｂｏ

ｈｙｄｒａｔｅｂｉｎｄｉｎｇｍｏｄｕｌｅ，ＣＢＭ），位于第１０５至１８９个

氨基酸之间，在ＥｇＡＭＰＫβ亚基Ｃ末端发现了αγＳＩＤ

结构域，负责α和γ亚单位的相互作用，位于２６９至

３２５之间（图４）。

图４　犈犵犃犕犘犓β的保守结构域

犉犻犵．４　犆狅狀狊犲狉狏犲犱犇狅犿犪犻狀狅犳犈犵犃犕犘犓β

７　犈犵犃犕犘犓β的二级结构

ＥｇＡＭＰＫβ二级结构中α螺旋约占１１．９６％，β折

叠约占２０．２５％，β转角约占４．９１％，无规卷曲约占

６２．８８％（图５）。

８　犈犵犃犕犘犓β的三级结构

ＥｇＡＭＰＫβ与模板序列的氨基酸序列同一性为

４７．９１％，ＧＭＱＥ得分为０．４１，在Ｃ端形成一个β折
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叠结构，在ＣＢＭ结构域部位由β折叠形成β夹心结构

（图６）。

　　注：ｈ（蓝色）表示α螺旋；ｅ（红色）表示延伸链；ｔ（绿色）表示β转角；

ｃ（黄色）表示无规卷曲

图５　犈犵犃犕犘犓β二级结构

Ｎｏｔｅｓ：ｈ（ｂｌｕｅ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓαｈｅｌｉｘ；ｅ（ｒｅｄ）ｉｓｔｈｅｅｘｔｅｎｄｅｄｓｔｒａｎｄ；ｔ

（ｇｒｅｅｎ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅβｔｕｒｎ；ｃ（ｙｅｌｌｏｗ）ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｒａｎｄｏｍｃｏｉｌ．

犉犻犵．５　犛犲犮狅狀犱犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犈犵犃犕犘犓β

　　注：α螺旋（紫色和蓝色）；β折叠（黄色）；β转角（青色）；红色方框区

域包含ＣＢＭ结构域。

图６　犈犵犃犕犘犓β三级结构

Ｎｏｔｅｓ：αｈｅｌｉｘ（ｐｕｒｐｌｅａｎｄｂｌｕｅ）；βｆｏｌｄ（ｙｅｌｌｏｗ）；βｔｕｒｎ（ｃｙａｎ）；ｔｈｅ

ｒｅｄｂｏｘｅｄａｒｅａｃｏｎｔａｉｎｓｔｈｅＣＢＭｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｏｍａｉｎ．

犉犻犵．６　犜犲狉狋犻犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犈犵犃犕犘犓β

９　犈犵狊狊与其他物种犃犕犘犓β的多重序列比对

ＥｇＡＭＰＫβ与其他物种相比，具有保守的 ＣＢＭ

和αγＳＩＤ功能结构域。Ｅｇｓｓ与多房棘球绦虫（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ：ＣＤＳ３７００７．１）、智人（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＰ＿００５３９０．１）、

华支睾吸虫（ＧｅｎＢａｎｋ：ＧＡＡ５０５８５．１）、斑马鱼（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ：ＮＰ＿００１１２４１０５．１）、鸡（ＮＰ＿００１０３８１２７．１）、美洲

鲎（ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＰ＿０１３７７８７１０．１）、曼氏血吸虫（Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ：ＸＰ＿０１８６４６１０８．１）、微小膜壳绦虫（ＧｅｎＢａｎｋ：

ＣＤＳ３２６２０．１）、小嘴狐猴（ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＰ＿０１２６１７３５４．

１）和 倭 黑 猩 猩 （ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＰ＿００３８０９２４５．１）的

ＡＭＰＫβ序列相似性分别为９８．４７％、３９．５７％、４８．

７４％、３８．５３％、４０．１８％、３９．５７％、５４．８８％、８６．２２％、

３８．９６％和３９．５７％（图７）。

　　注：灰色透明方框表示肉豆蔻酰化的Ｎ端共有序列；两个中间的

横线表示ＣＢＭ结构域；两个·之间的横线表示αγＳＩＤ结构域；▲表示

参与与碳水化合物结合的保守的共有残基；★表示参与自身磷酸化的

关键残基。

图７　犈犵犃犕犘犓β和其他物种犃犕犘犓β的多序列比对

Ｎｏｔｅｓ：ＧｒａｙｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｂｏｘｅｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｅｄＮｔｅｒｍｉ

ｎａｌｓｈａｒｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓ；ＣＢＭｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｏｍａｉｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙｔｈｅｈｏｒｉ

ｚｏｎｔａｌｌｉｎｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏ；αγＳＩＤｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｄｏｍａｉｎｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙ

ｔｈｅｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｌｉｎｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏ·；ｔｈｅ▲ｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄａｃｏｎｓｅｒｖｅｄ

ｓｈａｒｅｄｒｅｓｉｄｕｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｂｉｎｄｉｎｇｔｏｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｓ．

犉犻犵．７　犕狌犾狋犻狆犾犲狊犲狇狌犲狀犮犲犮狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犈犵犃犕犘犓β犪狀犱犃犕犘犓β

狅犳狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊

１０　犈犵犃犕犘犓β的系统进化关系

ＡＭＰＫβ具有多个分支，ＥｇＡＭＰＫβ与多房棘球

绦虫同属于一个分支，与微口膜壳绦虫同属于绦虫纲，

进化关系较近，与哺乳动物、如人、倭黑猩猩和小鼠的

进化关系较远（图８）。

图８　犈犵犃犕犘犓β和其他物种犃犕犘犓β系统进化树

犉犻犵．８　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犈犵犃犕犘犓β犪狀犱狅狋犺犲狉狊狆犲犮犻犲狊犃犕犘犓β
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讨　论

ＣＥ被公认为是重大公共卫生问题，亟需加强防

治和研发新的治疗途径［１７］。然而，目前对ＣＥ的药物

治疗仍有一定的局限性，迫切需要探索潜在的药物靶

标并开发有效且安全的治疗药物。筛选药物靶点蛋白

是研制新型抗ＣＥ药物的必要条件
［１８］，而生物信息学

是一种高效、经济的用于靶点蛋白质筛选和生物学功

能预测的技术，近年来在癌症［１９］、病原体感染［２０］等多

个领域中成为研究热点。目前，对于Ｅｇｓｌ的能量代谢

调节研究较少，利用生物信息学方法分析ＥｇＡＭＰＫβ
的结构和功能特性，不仅可以为理解Ｅｇｓｌ的能量代谢

过程提供研究基础，也可以为ＣＥ的药物靶点开发提

供理论依据。

基因组学研究揭示，Ｅｇｓｌ代谢脂类和氨基酸的能

力有限，需要外源糖作为主要能量来源，Ｅｇｓｌ依赖糖

酵解、三羧酸循环和其他代谢途径产生 ＡＴＰ，以供于

虫体的生长发育［２１２２］。由于Ｅｇｓｌ无法从宿主体内直

接获取ＡＴＰ，因此通过靶向干预Ｅｇｓｌ的能量代谢系

统开发新型抗ＣＥ药物，是一种有效治疗Ｅｇｓｌ感染的

策略。鉴于ＡＭＰＫ在能量代谢平衡中发挥的关键作

用，ＥｇＡＭＰＫβ可能是一个重要的药物开发靶点
［２３］。

本研究从一种具有代表性的Ｅｇｓｌ分型Ｅｇｓｓ中克隆出

ＥｇＡＭＰＫβ基因并分析其编码蛋白的氨基酸序列，结

果显示ＥｇＡＭＰＫβ二级结构中α螺旋和β折叠结构占

比仅为３２．２１％，而β转角和无规卷曲结构占６７．

７９％，表明ＥｇＡＭＰＫβ柔性大，易发生形变，是一种不

稳定的蛋白。ＤＮＡＳｔａｒ软件和ＩＥＤＢ服务器分析结

果预测ＥｇＡＭＰＫβ含有多个抗原表位，可作为抗原用

于制备 ＥｇＡＭＰＫβ抗体。多重序列比对结果显示

ＥｇＡＭＰＫβ与其他物种的ＡＭＰＫβ基因存在显著的差

异，与人类 ＡＭＰＫβ的序列相似性仅为３９．５７％。进

化关系上，ＥｇＡＭＰＫβ与绦虫纲中的多房棘球绦虫、微

口膜壳绦虫的ＡＭＰＫβ亲缘关系较近，而与哺乳纲中

的人亲缘关系较远，提示针对ＥｇＡＭＰＫβ蛋白结构开

发更具选择性的ＥｇＡＭＰＫβ靶向药物可作为ＣＥ药物

未来发展的重点，在避免干扰宿主ＡＭＰＫβ表达的同

时保留治疗效果。

糖原是 Ｅｇｓｌ的能量代谢过程中重要的储能分

子［２４］，但糖原在Ｅｇｓｌ中的结合位点尚不清楚。在人

ＡＭＰＫβ亚基中发现的ＣＢＭ 结构域可以参与糖原结

合［２５］，然而ＥｇＡＭＰＫβ对Ｅｇｓｌ能量代谢的影响尚不

明确。为了探究ＥｇＡＭＰＫβ对Ｅｇｓｌ能量代谢的作用，

本研究分析了ＥｇＡＭＰＫβ的功能结构域和翻译后修

饰位点，发现ＥｇＡＭＰＫβ的 Ｎ端具有１个肉豆蔻酰

基，该结构负责将修饰的蛋白质募集到细胞膜［２６］。在

ＥｇＡＭＰＫβ序列的中央和Ｃ末端具有保守的功能结

构域ＣＢＭ和αγＳＩＤ。ＥｇＡＭＰＫβ的ＣＢＭ 上有至少

３个参与碳水化合物结合的保守的共有残基，负责将

ＡＭＰＫ 定 位 在 糖 原 上。 Ｗａｒｄｅｎ 等［２７］ 报 道 人

ＡＭＰＫβ１的１０８号丝氨酸可被ＡＭＰＫα１催化活化而

发生自磷酸化，增加了ＡＭＰＫ的活性。本研究分析在

ＥｇＡＭＰＫβ上该磷酸化位点位于１３６号丝氨酸，推测

该位点可能与人１０８号丝氨酸有着类似的作用，但与

ＮｅｔＰｈｏｓ３．１ 分 析 结 果 不 同，需 要 进 一 步 证 明

ＥｇＡＭＰＫβ１３６ 号 丝 氨 酸 的 生 物 学 功 能。此 外，

ＥｇＡＭＰＫβ可能存在自身抑制作用，二级和三级结构

显示ＥｇＡＭＰＫβ的ＣＢＭ结构域采用β夹心折叠，由１

个β折叠和１个β发夹环形成１个碳水化合物结合位

点，包含５个葡萄糖基单位，研究发现麦芽五糖是阻止

人ＡＭＰＫβ结合到糖原的最小寡糖
［２８］，然而目前对

ＥｇＡＭＰＫβ的影响尚不清楚。当 ＣＢＭ 与糖原结合

时，ＡＭＰＫβ发生变构，从而抑制ＡＭＰＫ活性（并抑制

上游激酶的磷酸化）［２８２９］，提示当虫体自身的糖原增多

时，可通过结合ＥｇＡＭＰＫβ促使ＥｇＡＭＰＫ变构，导致

ＡＭＰＫ失活从而减少 ＡＴＰ的产生，以减少不必要的

能量消耗。对人ＡＭＰＫ来说，缺少整个ＣＢＭ 结构域

的截短β亚基仍然可与 α和 γ亚基形成稳定的

ＡＭＰＫ复合物，表明 ＡＭＰＫβ亚基的ＣＢＭ 结构域不

影响ＡＭＰＫ复合物的形成，因为对于ＥｇＡＭＰＫβ来

说，ＣＢＭ 结构域可能更多地充当Ｅｇｓｌ的细胞糖原传

感器［３０］。此外，ＥｇＡＭＰＫβ的Ｃ末端存在αγＳＩＤ结

构域，该结构域对于 ＡＭＰＫ活化至关重要，主要负责

连接ＥｇＡＭＰＫα和ＥｇＡＭＰＫγ。研究发现，在哺乳动

物中，该结构域的部分缺失将导致ＡＭＰＫ复合物无法

形 成，进 而 使 其 失 活［３１３２］，提 示 ＥｇＡＭＰＫβ 是

ＥｇＡＭＰＫ发挥生物学功能过程中的关键参与者。

本研究从Ｅｇｓｓ中克隆出ＥｇＡＭＰＫβ基因，生物

信息学分析表明该基因参与调控Ｅｇｓｓ的能量代谢过

程，为研究ＥｇＡＭＰＫ的生物学功能提供了理论基础，

也有助于进一步了解Ｅｇｓｌ在中间宿主中的寄生机制，

为治疗ＣＥ病提供了新的药物靶点。
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