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　　摘要：ＬｕｘＲ家族调控蛋白调控革兰氏阴性细菌群体感应系统，从而影响细菌生物被膜的形成。利用在线生物信
息学预测软件，分析ＬｕｘＲ家族调控蛋白序列，对其理化性质、亲水性／疏水性、亚细胞定位、信号肽、二级结构、三级结
构、磷酸化位点、跨膜结构域和功能结构域进行分析和预测，为后续研究生物被膜形成机制奠定基础，也为生物被膜增

强剂的开发提供新的思路。结果表明：ＬｕｘＲ家族调控蛋白为不稳定的亲水性蛋白；定位在细菌的细胞质中；无信号肽
结构，推断其为非分泌性蛋白；二级结构中含有α－螺旋、β－转角、延伸链和无规则卷曲等结构元件；α－螺旋和无规
则卷曲对三级结构的稳定和功能发挥具有重要意义；含有５个磷酸化位点，其中丝氨酸磷酸化位点包括第７９位、第
１６５位和第１７１位氨基酸，其中苏氨酸磷酸化位点包括第９０位和第２１１位氨基酸；无跨膜结构域，推测ＬｕｘＲ家族调控
蛋白不属于跨膜蛋白；ＬｕｘＲ家族调控蛋白参与细菌群体感应系统，含有 ２个保守结构域，分别为 Ａｕｔｏｉｎｄ＿ｂｉｎｄ和
ＨＴＨ＿ＬＵＸＲ，该蛋白通过这２个保守结构域起到转录调控的作用。
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　　沼泽红假单胞菌是光合细菌的代表菌株之一，
属于益生菌的一种，广泛作为动物饲料添加剂和水

质净化剂使用。沼泽红假单胞菌自身能够产生生

物被膜［１］，利用生物被膜这一天然保护状态能够提

高细菌的存活率，增加活菌数量，稳定产品质量。

生物被膜是指细菌黏附于接触物表面而形成的极

其复杂的三维立体结构，这种复杂的细菌聚集体结

构，抗逆性强，是大多数细菌在自然状态下的生长

方式。生物被膜使细菌能够在恶劣的自然环境下

生存和繁殖。与浮游状态下的细菌相比，生物被膜

状态下的细菌具有更强的生存能力，例如抗冷冻能

力、抗干燥能力、耐热性和耐酸性等［２－３］。ＬｕｘＲ家
族调控蛋白是一类在革兰氏阴性细菌群体感应中

起重要作用的调控蛋白，它们参与由酰基高丝氨酸

内酯介导的多种生物学过程，包括调控细菌生物被

膜形成、质粒转移、生物发光以及多种胞外酶、毒力

因子和次生代谢产物的合成。ＬｕｘＲ家族调控蛋白
通过群体感应系统影响生物被膜的形成［４］。本研

究采用生物信息学的分析方法，对 ＬｕｘＲ家族调控
蛋白的理化性质、亲水性／疏水性、亚细胞定位、信
号肽、二级结构、三级结构、磷酸化位点、跨膜结构

域和功能结构域进行分析和预测，为后续研究沼泽

红假单胞菌生物被膜形成机制奠定基础，也为生物

被膜增强剂的开发提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　数据来源
试验中沼泽红假单胞菌的 ＬｕｘＲ家族调控蛋白

序列来自于美国国家生物信息中心（ＮＣＢＩ）已登录
的序列，蛋白质序列编码为ＷＰ＿０１１１５５８８９．１（ＬｕｘＲ
ｆａｍｉｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｏｒ［Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｐａｌｕｓｔｒｉｓ］）。
１．２　研究方法

在线生物信息学预测软件分析 ＬｕｘＲ家族调控
蛋白序列（试验时间：２０２０年５月，试验地点：江西
省南昌市）：利用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．
ｏｒｇ／ｐｒｏｔｐａｒａｍ／）分 析 理 化 性 质；利 用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ
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（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｅｂ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／ｐｒｏｔｓｃａｌｅ／）进行亲水性、
疏水性的分析和预测；利用 ＰＳＯＲＴｂｖｅｒｓｉｏｎ３．０．２
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｓｏｒｔ．ｏｒｇ／ｐｓｏｒｔｂ／） 和 ＬｏｃＴｒｅｅ３
（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｏｓｔｌａｂ．ｏｒｇ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ｌｏｃｔｒｅｅ３／）进行
细菌亚细胞定位分析和预测；利用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１
Ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｂｓ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅｓ／ＳｉｇｎａｌＰ－
４．１／）进行信号肽分析和预测；利用 ＳＯＰＭＡ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｎｐｓａ－ｐｒａｂｉ．ｉｂｃｐ．ｆｒ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ｎｐｓａ＿
ａｕｔｏｍａｔ．ｐｌ？ｐａｇｅ＝／ＮＰＳＡ／ｎｐｓａ＿ｓｏｐｍａ．ｈｔｍｌ）进行蛋
白质二级结构分析和预测；利用 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ．ｅｘｐａｓｙ．ｏｒｇ／）进行蛋白质三级
结构分析和预测；利用 ＮｅｔＰｈｏｓＢａｃ１．０ｓｅｒｖｅｒ
（ｈｔｔｐｓ：／／ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？
ＮｅｔＰｈｏｓＢａｃ－１．０）进行细菌蛋白质的磷酸化位点分
析和预测；利用 ＴＭＨＭＭ ２．０ｓｅｒｖｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／
ｓｅｒｖｉｃｅｓ．ｈｅａｌｔｈｔｅｃｈ．ｄｔｕ．ｄｋ／ｓｅｒｖｉｃｅ．ｐｈｐ？ＴＭＨＭＭ－
２．０）进行跨膜结构域的分析和预测；利用ＮＣＢＩ的保
守域数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ／
ｃｄｄ／ｗｒｐｓｂ．ｃｇｉ）进行功能结构域分析和预测。

２　结果与分析

２．１　ＬｕｘＲ理化性质分析
利用ＰｒｏｔＰａｒａｍ分析 ＬｕｘＲ的理化性质。ＬｕｘＲ

的氨基酸数量为２４３个，其中含量较多的氨基酸为
丙氨酸（３４个，１４．０％）、亮氨酸（２５个、１０．３％），精
氨酸 （２３ 个、９．５％）。ＬｕｘＲ 的 分 子 量 为

２６９３７．９４ｕ，理论等电点为７．７３。ＬｕｘＲ含有 ４个
半胱氨酸，说明 ＬｕｘＲ可能具有二硫键。ＬｕｘＲ不含
有吡咯赖氨酸和硒半胱氨酸等稀有氨基酸。ＬｕｘＲ
的氨基酸组成分别为丙氨酸（３４个，１４．０％）、精氨
酸（２３个，９．５％）、天冬酰胺（５个，２．１％）、天冬氨
酸（１４个，５．８％）、半胱氨酸（４个，１．６％）、谷氨酰
胺（４个，１．６％）、谷氨酸（１４个，５．８％）、甘氨酸（１４
个，５．８％）、组氨酸（６个，２５％）、异亮氨酸（１４个，
５．８％）、亮氨酸（２５个，１０．３％）、赖氨酸（６个，
２５％）、甲硫氨酸（５个，２．１％）、苯丙氨酸（８个，
３３％）、脯氨酸（１５个，６．２％）、丝氨酸（１５个，
６．２％）、苏氨酸（１１个，４．５％）、色氨酸（６个，
２５％）、酪氨酸（６个，２．５％）、缬氨酸（１４个，
５８％）。ＬｕｘＲ带负电荷氨基酸残基数（天冬氨酸＋
谷氨酸）为２８个，带正电荷氨基酸残基数（精氨酸＋
赖氨酸）为２９个，其分子式为Ｃ１２０３Ｈ１８９７Ｎ３４５Ｏ３４１Ｓ９，原
子总数为３７９５。假设 ＬｕｘＲ的胱氨酸残基以半胱

氨酸的形式出现，即形成二硫键，ＬｕｘＲ的消光系数
为 ４２１９０Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），吸光度（Ｄ２８０ｎｍ）为１．５６６；
假设二硫键全部打 开，ＬｕｘＲ 的 消 光 系 数 为
４１９４０Ｌ／（ｍｏｌ·ｃｍ），吸光度（Ｄ２８０ｎｍ）为１．５５７。当
ＬｕｘＲ的Ｎ端为甲硫氨酸时，在体外培养的网织红
细胞内的半衰期为３０ｈ，在酵母菌细胞内的半衰期
大于２０ｈ，在大肠杆菌细胞内的半衰期大于１０ｈ。
ＬｕｘＲ的不稳定系数为４２．５９，因此推测 ＬｕｘＲ为不
稳定蛋白（蛋白质的稳定系数大于阈值４０时，其在
溶液中性质不稳定）。ＬｕｘＲ脂肪指数为９３．２９，亲
水性平均值为 －０．０７５。ＬｕｘＲ亲水性平均值为负
值，表明此蛋白为亲水性蛋白。

２．２　ＬｕｘＲ亲水性／疏水性分析
利用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ分析 ＬｕｘＲ的亲水性／疏水性。

如图１所示，ＬｕｘＲ多肽链中，第１０３位天冬氨酸和
第１７６位异亮氨酸有最低分值 －２．６７８，亲水性最
强；第２０４位异亮氨酸和第２０５位亮氨酸有最高分值
２．１１１，疏水性最强；亲水性氨基酸数量较多，且亲水
性平均值为－０．０７５，因此ＬｕｘＲ表现为亲水性。

２．３　ＬｕｘＲ亚细胞定位分析
利用ＰＳＯＲＴｂｖｅｒｓｉｏｎ３．０．２分析 ＬｕｘＲ的亚细

胞定位。ＰＳＯＲＴｂｖ３．０．２是目前最精确的细菌定位
预测工具之一。ＬｕｘＲ的亚细胞定位分数分别为：细
胞质９．９７，细胞质膜０．０１，周质０．０１，外膜０．００，细
胞外０．００。定位分数显示ＬｕｘＲ定位在细菌的细胞
质中。利用ＬｏｃＴｒｅｅ３分析ＬｕｘＲ的亚细胞定位。由
图２可见，ＬｕｘＲ定位在细胞质中，亚细胞定位分数
９５，精确度９８％。基于上述２种在线软件的亚细胞
定位预测结果表明，ＬｕｘＲ定位在细胞质中。
２．４　ＬｕｘＲ信号肽分析

利用 ＳｉｇｎａｌＰ４．１Ｓｅｒｖｅｒ分析 ＬｕｘＲ的信号肽。
由图３可见，原始剪切位点Ｃ最大值在第５５个氨基
酸，分数为 ０．１５４；综合剪切位点Ｙ最大值在第５５
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个氨基酸，分数为０．１５４；信号肽 Ｓ最大值在第 ４２
个氨基酸，分数为０．２５７；平均信号肽 Ｓ值在第１～
５４个氨基酸之间，平均值是０．１０７；Ｄ值在第１～５４
个氨基酸之间，平均值是０．１３２；临界值是０．５７０。Ｄ
值是信号肽Ｓ最大值和综合剪切位点 Ｙ最大值的
平均值，对区分是否为分泌蛋白具有至关重要的作

用。Ｄ值小于临界值，ＬｕｘＲ未发现信号肽序列，因
此推断ＬｕｘＲ为非分泌性蛋白。
２．５　ＬｕｘＲ二级结构分析

利用 ＳＯＰＭＡ分析 ＬｕｘＲ的二级结构。由图 ４
可见，ＬｕｘＲ可能包含的二级结构分别为：α－螺旋
（蓝色）１１５个，占４７．３３％；β－转角（绿色）１４个，
占５．７６％；延伸链（红色）３０个，占１２．３５％；无规则
卷曲（紫色）８４个，占３４．５７％。α－螺旋及无规则

卷曲是ＬｕｘＲ二级结构中最大量的结构元件。
２．６　ＬｕｘＲ三级结构分析

利用ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ分析 ＬｕｘＲ三级结构，得
到６个预测模型，其中以ＰＤＢＩＤ：２ｑ０ｏ．１．Ａ为模板
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的预测模型质量最高，作为本研究中的 ＬｕｘＲ预测
模型。由图５可见，ＬｕｘＲ预测模型与模板序列相似
度为２４．１１％。在本研究中，ＬｕｘＲ预测模型的全局
模型质量评估分数（ＧＭＱＥ）为０．６４，明显高于其他
预测模型，更接近１。ＧＭＱＥ是一种质量评估方法，
生成的ＧＭＱＥ在０到１之间，数字越高，越接近１表
明可靠性越高。在本研究中，ＬｕｘＲ预测模型的

ＱＭＥＡＮ分数为 －２．４５，比其他预测模型更接近０。
ＱＭＥＡＮ分数在０左右，表明模型结构与试验结构具
有良好的一致性。ＱＭＥＡＮ分数在－４．０以下表示模
型质量较低。通过 ＳＷＩＳＳ－ＭＯＤＥＬ预测得出 ＬｕｘＲ
的三级结构（图６），可见其α－螺旋和无规则卷曲结
构丰富，数量较多。推测 α－螺旋和无规则卷曲对
ＬｕｘＲ三级结构的稳定和功能发挥具有重要意义。

２．７　ＬｕｘＲ磷酸化位点分析
利用ＮｅｔＰｈｏｓＢａｃ１．０ｓｅｒｖｅｒ分析 ＬｕｘＲ的磷酸

化位点。由图７可见，磷酸化位点有５个，其中丝氨
酸磷酸化位点包括：第 ７９位氨基酸（残基得分：
０７２１），第１６５位氨基酸（残基得分：０．６３５），第１７１
位氨基酸（残基得分：０．５７３）；苏氨酸磷酸化位点包
括：第９０位氨基酸（残基得分：０．５４５），第２１１位氨
基酸（残基得分：０．５１６）。残基得分介于０和１之
间，当得分高于０．５时，残基被预测为磷酸化位点。
２．８　ＬｕｘＲ跨膜结构域分析

利用ＴＭＨＭＭ２．０ｓｅｒｖｅｒ分析ＬｕｘＲ的跨膜结构
域。如图８所示，预测 ＬｕｘＲ位于膜外（粉色细线）
的概率接近１００％，位于膜内（蓝色细线）和跨膜区
域（红色细线）的概率几乎为０。粉色粗线代表多肽
链中跨膜区域所在位置。因 ＬｕｘＲ无跨膜结构域，
所以图中不显示相应的标记，推测 ＬｕｘＲ不属于跨
膜蛋白。

２．９　ＬｕｘＲ功能结构域分析
利用ＮＣＢＩ的保守域数据库进行功能结构域分

析，结果显示，ＬｕｘＲ参与细菌的群体感应系统。由
图９可见，ＬｕｘＲ在第２７～１６７位氨基酸处含有保守
结构域Ａｕｔｏｉｎｄ＿ｂｉｎｄ，该结构域与自诱导物分子能
够特异性结合，属于转录调控因子超家族；ＬｕｘＲ在
１８０～２３５位氨基酸处含有保守结构域ＨＴＨ＿ＬＵＸＲ，
该结构域与ＤＮＡ特异性结合，起到转录调控因子的
作用，属于α－螺旋蛋白结构域超家族。因此，ＬｕｘＲ
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通过Ａｕｔｏｉｎｄ＿ｂｉｎｄ和 ＨＴＨ＿ＬＵＸＲ２个保守结构域
起到转录调控的作用。

３　讨论与结论

沼泽红假单胞菌属于益生菌的一种，在畜禽和水

产养殖、农作物种植及污水处理方面表现出极高的应

用价值［５］。益生菌的发展经过４个阶段：第１代益生
菌为不经包被处理的菌株，以浮游状态或冷冻干燥状

态存在；第２代益生菌为药用胶囊包被的冷冻干燥菌
体；第３代益生菌为荚膜包被或微胶囊制备的菌剂；
近几年，第４代益生菌的研发正在蓬勃兴起，其主要
创新点就在于生物被膜状态下的益生菌制备和微胶

囊技术的换代升级［３，５］。在此研究的大背景下，本研

究采用生物信息学的分析方法，对沼泽红假单胞菌

生物被膜形成过程中的关键调控蛋白 ＬｕｘＲ的理化
性质和结构特征进行预测，为后续研究沼泽红假单

胞菌生物被膜形成机制奠定坚实的基础。

功能结构域分析结果显示，ＬｕｘＲ家族调控蛋白
参与细菌群体感应系统。细菌群体感应现象是指

细菌数量达到一定阈值，同时信号分子的浓度也达

到一定的水平，细菌之间通过信号分子进行交流，

从而调控自身生理特征，并改变自身生理状态的一

种现象。细菌之间存在大量的信息交流和沟通，细

菌不是完全独立的个体［６－７］。ＬｕｘＲ系统作为革兰
氏阴性细菌中普遍存在的一种群体感应系统，在细

菌的生存和繁衍过程中发挥着极其重要的调控作

用，例如：ＬｕｘＲ家族调控蛋白通过群体感应系统影
响生物被膜的形成，增强其对抗外界恶劣自然环境

的能力［８－９］。ＬｕｘＲ家族调控蛋白能够与酰基高丝
氨酸内酯结合，形成活性分子进而启动下游相关基

因的转录和翻译［７，１０－１１］。ＬｕｘＲ型蛋白的 Ｎ端为信
号分子酰基高丝氨酸内酯的结合区域，Ｃ端含有保
守的螺旋－转角－螺旋结构，能够与目的基因特异

性结合［４，１２］，本研究中的ＬｕｘＲ家族调控蛋白也具有
类似的二级和三级结构。虽然 ＬｕｘＲ的高级结构大
致相同，但是 ＬｕｘＲ的一级结构差异明显。不同种
属的微生物之间，ＬｕｘＲ一级结构的氨基酸序列差异
较大，具有较多的替代氨基酸［４］。ＬｕｘＲ家族调控蛋
白作为生物被膜形成过程中的关键蛋白［１３］，是理想

的生物被膜增强剂的候选蛋白，因此，通过不断对

其进行深入研究和分析，对生物被膜的人为控制将

具有非常良好的诱人前景。本研究采用生物信息

学的分析方法，对沼泽红假单胞菌 ＬｕｘＲ家族调控
蛋白的理化性质和结构特征进行预测，为生物被膜

增强剂的开发提供了新的思路。
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　　摘要：为探究江浙地区不同罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）群体的遗传多样性和遗传结构，利用１６个微卫星
标记对潮丰（ＣＦ）、蓝天（ＬＴ）、源泉Ａ（ＹＱＡ）、源泉Ｂ（ＹＱＢ）、嘉丰（ＪＦ）、南太湖（ＮＴＨ）等６个江浙地区养殖群体和１
个泰国正大（ＺＤ）引进群体进行遗传变异分析。结果显示，１６个微卫星位点均为高度多态位点；７个群体均为较高的
遗传多样性，期望杂合度（Ｈｅ）和多态信息含量（ＰＩＣ）均大于０．７，遗传多样性大小排序为ＺＤ＞ＹＱＡ＞ＹＱＢ＞ＪＦ＞ＬＴ＞

ＮＴＨ＞ＣＦ；遗传分化指数（Ｆｓｔ）分析结果显示，泰国正大与江浙地区各群体间存在中等程度的遗传分化，Ｆｓｔ介于

０．１０１４５～０１２３４８之间；江浙地区群体除ＮＴＨ与ＣＦ群体间为中等程度遗传分化（Ｆｓｔ＝０．０５０９８）外，其余群体间的

遗传分化程度较低，Ｆｓｔ介于０．０１５７１～０．０４０９９之间。ＡＭＯＶＡ分析结果显示，遗传变异主要发生在个体内和群体内

个体间，群体间遗传变异仅占２．１０％。依据Ｎｅｉ’ｓ遗传距离构建的非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）系统进化树显示，泰国
正大群体独占一支，江浙地区６个群体聚为另一支。Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ分析结果显示，所有样本被划分为２个理论群，江浙地
区６个群体为一个集群，泰国正大群体为一个集群。该研究不但揭示了江浙地区罗氏沼虾养殖群体的遗传多样性现
状，而且也为罗氏沼虾种质资源的保护、利用以及优良品种的选育提供了参考信息。
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　　罗氏沼虾（Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ）别称马来
西亚大虾、泰国虾、淡水长臂大虾等，是世界上最大

的淡水虾，原产于东南亚地区，具有重要的经济价

值和营养价值［１－２］。其食性广、生长快、个体大、壳

薄体肥、肉质鲜嫩、营养丰富，因而成为广泛养殖的

淡水虾，２０１６年全球产量达２３．４万 ｔ［３－４］。罗氏沼
虾于 １９７６年由中国农业科学院首次引入我国大
陆［５］，随后在我国十多个省市自治区广泛进行养

殖，且产量不断增加，２０１８年产量达１３．３３万 ｔ［６］。
目前，我国已成为全球罗氏沼虾养殖量最多的国

家，养殖产量占世界总产量的５０％以上［７］。但在罗

氏沼虾产业迅速发展的同时也面临诸多问题，如抗

病力下降、生长速度减缓、个体质量减小、性成熟提

早等，究其原因主要在于种质资源遗传多样性的丧

失。养殖的罗氏沼虾在世代繁衍过程中，往往由于

亲本更新不及时和种群较小，而出现近亲繁殖的现

象，导致了其遗传多样性的逐渐丧失和种质的退

化［８－１０］。Ｍｉａｏ等报道了一些养殖物种因近交而产
生了遗传衰退，而这种遗传衰退已经是一个很严重
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